HOPPE-SEYLER’S ZEITSCHRIET 


fiir 


PHYSIOLOGISCHE CHEMIE 


unter Mitwirkung von 


G. v. BUNGE-Basel, ?. EHRLICH-Frankfurt a. M., EMIL FISCHER- 
Berlin, O. HAMMARSTEN-Upsala, @. HOPPE-SEYLER-Kiel, ©. G. 
HUFNER-Tibingen, M. J AFFE-Konigsberg, FR. KUTSCHER-Marburg, 
E. LUDWIG-Wien, CARL TH. MORNER-Upsala, K. A. H. MORNER- 
Stockholm, W. OSTWALD-Grogbothen, I. P. PAWLOW-St. Peters- 
burg, C. A. PEKELHARING-Utrecht, E. SALKOWSKI-Berlin, 
E. SCHULZE-Zirich, H. THIERFELDER-Berlin 


herausgegeben von 


A. KOSSEL, 


Professor der Physiologie in Heidelberg. 


FUNFZIGSTER BAND. 


Mit einer Abbildung und fiinf Kurvenzeichnungen im Text 
nebst vier Tafeln. 


STRASSBURG 
VERLAG von KARL J. TRUBNER 
1906/1907. 


M. DuMont Schauberg, StraSburg. 


| 
| 


of 
| 
| 


Inhalt des finfzigsten Bandes. 


HEFT I 
(Ausgegeben am 12. Dezember 1906.) 

Levene, P. A., und J. A. Mandel. Darstellung und Analyse 
einiger Nucleinsiuren. XIf. Mitteilung. Nucleinsiiure der 
Spermatozoen des Maifisches (Alosa) ......+...-. 

Achelis, W. Uber das Vorkommen von Methylguanidin im Havin 

Kutscher, Fr. Bemerkung zu vorstehender Arbeit des Herrn 


Stritar, M. J. Uber die Bestimmung — Mengen v von Athyl- 
alkohol ..... 


des 

Hammarsten, Olof. \Vergleichende Untersuchungen fiber Wert 
der Alménschen Wismutprobe und der Worm Miiller- 
schen Kupferprobe bei der Untersuchung des Harnes auf 
Zucker . 


HEFT und 
(Ausgegeben am 22. Dezember 1906.) 

Moscati, Giuseppe. Uber das Verhalten der in den Organismus 
eingefiihrten Starkelésung, Ablagerung der Starke und Um- 
wandlung in Glykogen. Mit zwei Tafeln a 

Ekbom, Alfr. Zur Frage iiber die Einwirkung von Reduktions- 

London, E. Zum Chemismus der im 
Kérper. VII. Mitteilung. Ein reiner Pylorusfistelhund und 
die Frage tiber Gastrolipase. Mit einer Abbildung im Text. 

Kirbach, Hugo. Zur Kenntnis der allmiihlichen Hydrolyse des 
Pferdeoxyhimoglobins. .. . 

Siegfried, M. Uber Caseinokyrin. Mitteilung 

Suida, W. Studien iiber die Ursachen der Fiirbung sail 

Gulewitsch, Wl]. Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskeln. 
VI. Mitteilung. Uber die Identitét des Ignotins mit dem 


Seite 


36 


129 
163 


174 


204 


| 
a 
10 
21 
30) 
73 
97 
125 
| 
|| 


Fromherz, Konrad. | ber die Furol und Methylfurol liefernden 
bestandteile der Lignocellulose. Mit einer Tafel . 
Zur quantitativen Bestimmung des Methylfurols . . 
Kutscher, Fr. Zweite Notiz zur Kenntnis des Novains 


HEET TV ound V. 
(Ansgegeben am 26. Januar 1907.) 
Petruschewsky, Anna. der Termperatur auf die Arbeit 
des proteolytischen Ferments und der Zymase in abge- 
foteten Hefecellen. Mit vier Kurvenzeichnungen im Text . 
Rona, P., und W. Miitler. Uber den Ersatz von Eiweifs durch 


Iwanoff, Leonid. Uber die Synthese der phosphoorganischen 
Verbindungen in abgetOleten Hefezellen. . 
Krogh, August. tber die Bildung freien Stickstoffes bei der 
Kriiger, Friedrich. Uber eine eigentiimliche Veriinderung der 


Mileli durch Natron- resp. Kalilauge . . . ae 
Stoklasa, Julius, Adolf Ernest und Karl Chennai. Uber 
die glykolytisehen Enzyme im Pilanzenorganismus. Mit einer 
Krimberg, R. Zur Kenutnis der Extraktivstofie der Muskeln. 
Vil. Mitteilung. Uber einige Verbindungen des Carnitins . 
Schumm, OQ. Zur Kenntnis der Guajakblutprobe und eimiger ahn- 
Boldyreff, W. Dic Lipase des Darmsaftes und ihre © eer 
Lifsehiitz, J. Uber die Oxydation des (Oxychol- 
Vernon, H. M.) Das Vorkommen von Erepsin im Pankreas . . 
Bang, Ivar. Uber die Thymusnucleinséiuren . . . 
Aron, Hans, und Franz Miiller. Uber die keielbeuaeliien des 
Blutfarbstofies. Erwiderung an R. v. Zeynek .... 
Kutecher, Fr. Zur Abwehr. 


HEE T VI. 
(Ansgegeben am 19, Februar 1907.) 
Inagaki, Ch. Uber den chemisehen Mechanismus der Eiweib- 
Kiittner, S. Uber den influ Lecithins ie der 
Verdauungsfermente. Mit einer Kurvenzeichnung im Text 
Hedin, S. G. Uber die Aufnahme von Trypsin durch verschie- 
Schulze, E. Ist die bei L afteuteitt Dunkelfirbung hie 
tiibensaftes durch einen Tyrosin- und Homogentisinsiure- 


vehalt dieses Saftes bedingt? . & 


289 


293 


Seite 
244 
271) 
263 
‘ 
303 
361 
374 
q 
AAO 
442 
4433 
44D 
449 
472 
497 | 


Castoro, N. Uber das Vorkommen von Ammoniak in Keimnpllanzen 
und ttber seine Bildung bei der Autolyse solcher Pilanzen. 425 
Gulewitsch, WI. Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskeln. 
VIII. Mitteilung: Uber die Bildung des Histidins bei der 
Steudel, H. Uber dic Oxydation der Nucleinsiiure. Il. Mitteilung 538 
Thomas, W. Neue Milchsiiureprobe. . 


Alphabetisches Verzeichnis der Autorennamen. 


Achelis, W., 10. Lifschitz, J., 436. 
Aron, Hans, und Franz Miller 443, London, E. S., 125. 


Bang, Ivar, 442. 

Boldyreff, W., 394. 

Castoro, N., 525. 

Chocensky, Karl, s. Stoklasa. 
EKkbom, Alfr., 97. 

Ernest. Adolf, s. Stoklasa. 
Fromherz, Konrad, 209, 241. 


Mandel, J. A., s. Levene. 
Moscati, Giuseppe, 75. 

Miller, Franz, s. Aron. 

Miller, W.. s. Rona. 
Petruschewsky, Anna, 251. 
Rona, P., und W. Miller, 2653. 
Schittenhelm, Alfred, und Julius 


Gulewitsch, 204, 535. Schmid, 30. 

Hammarsten, Olof, 36. Schmid, Julius, s. Sechittenhelm. 
Hedin, S. G., 497. Schulze, E., 508. 

Hoyer, E., 414. | Schumm, O., 374. 

Inagaki, Ch., 449. Siegfried, M., 163. 

Iwanoff, Leonid, 281. Steudel, H., 532. 

Kirbach, Hugo, 129. Stoklasa, Julius, Adolf Ernest und 
Krimberg, R., 361. Karl Chocensky. 303. 

Krogh, August, 289. Stritar, M. J., 22. 

Kriiger, Friedrich, 293. Suida, W.. 174. 

Kutscher, Fr., 21, 250. Thomas, W., 5). 

Kiittner, S., 472. Vernon, Hl. M., 440. 

Levene, P. A., und J. A. Mandel. 1. 


wt 


4 
i 
4 
i 
' 


; 
: 


Darstellung und Analyse einiger Nucleinsduren. 
XII. Mitteilung. 
Nucleinsaure der Spermatozoen des Maifisches (Alosa). 


Von 


P. A. Levene und J. A. Mandel. 


(Aus dem Rockefeller Institute for Medical Research, New-York, 
und aus dem Chemischen Laboratorium der New-York University und Bellevue-Hospital 
Medical College), 


(Der Redaktion zugegangen am 3. September £906.) 


Die Untersuchungen tiber die Nucleinsiiuren der Fisch- 
spermatozoen sind sehr eingehende und_ sorefiltige gewesen, 
doch liegen nur wenige Arbeiten vor, in welchen eine quan- 
titative Bestimmung der Spaltungsprodukte durehgefiihrt war. 
Angaben iiber den Puringehalt finden sich in der Mitteilung 
von Schmiedeberg!) tiber die Lachsmilchnucleinsiiure, und 
Kossel und Steudel?) erwahnen, dah es ihnen gelungen ist, 
aus 800 ¢ Testikeln 5 g Uracil zu gewinnen. Nun ist aber der 
prozentische Gehalt dieses Organs an Nucleinsiiure nicht be- 
kannt, auBerdem ist es durch die Arbeiten von Jones?) und von 
einem von uns (Levene)%) klargelegt worden, in tiberleben- 
den tierischen Organen Cytosin in Uracil umgewandelt wird. 

Ks ist also ersichtlich, dafi unsere Kenntnis tiber die 
quantitative Zusammensetzung der Spermatozoennucleinsiiure 
mangelhaft ist. In der vorliegenden Arbeit versuchten wir 
quantitativ die Spaltungsprodukte der Nucleinséiure der Maifisch- 
testikeln zu bestimmen. 


') Arch. f. exp. Pathol. u. Pharm., Bd. XLII, S. 57, 1900. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVH, S. 245, 1903. 
3) Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 100, 1904. 
*) Diese Zeitschrift, Bd, XLI, S. 393, 1904; Amer. Journ. of Physiol., 
Vol, XII, S. 276, 1904. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. L. 1 
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2 P, A. Levene und J. A. Mandel, 


Die Substanz wurde nach dem Verfahren von einem von 
uns (Levene) dargestellt und als Kupfersalz analvysiert. 


Die Zusammensetzung war die folgende: 

01971 g der Substanz, im Vakuumexsikkator getrocknet, gaben 
bei Verbrennung 0,2339 g CO, and 0,0791 g H,O. 

C == 32,3°o, N = 4,46°%o 

0.3853 ¢ der Substanz wurden fiir eine Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl verbraucht. Es verlangte zum Neutralisieren 39,6 cem Schwefel- 
siiure (1 cem == 0,001382 ¢ Ni, N = 14,20° 

0.2016 g der Substanz gaben 0,0520 Mg,P,O,, P == 7,22°%o. 

Die Substanz enthielt 27,53°/o Asche (Kupfer und Phosphorséiure 
mitgerechnet). 

Fiir kupferfreie Substanz berechnet: 


Milz Milchdriise Niere Maitischtestikeln 
37,78 34,67 36,27 °/o 
H 486 439 — 5,00 °/o 
N 16,51 15,60 15,13 15,96 %Jo 
P 8.99 848 $.66 8,11 °/o 
Basen 7,35 7,00 4,56 11,00 %o 


Die Substanz war biuretfrei und besaf alle Eigenschaften 
der Nucleinsiiuren. 
Purinbasen. 


Bei den mehrfachen der Nucleinsiiuren  ver- 
schiedener Herkunft hat einer von uns (Levene) den Eindruck 
gewonnen, als ob die Resultate, die man bei Anwendung von 
Kupfersalzen erhiilt, keine zuverliissige Auskunft tiber den Ge- 
halt der Substanz an Guanin gaben. In einigen Versuchen, in 
welchen miéfige Quantitiiten des Salzes zur Analyse kamen, 
war die Ausbeute minimal. Um Klarheit tiber diese Erschei- 
nung zu gewinnen, wurden zur Analyse der Purinbasen in der 
vorliegenden Nucleinsiiure zwei Praparate in Anwendung ge- 
nommen, ein Kupfersalz und die freie Saure. — Die Spaltung 
der beiden Priiparate wurde in ganz iihnlicher Weise ausge- 
fiihrt. Um den Einflu8 der Anwesenheit des Kupfers auf die 
Ausbeute an Guanin bei der hydrolytischen Spaltung der Nu- 
cleinsiiure genauer zu studieren, wurde in einem Versuche 
reines Guanin mit Schwefelsiiure und Kupfersulfat in Anwesen- 
heit von Zucker in derselben Weise erhitzt, wie die zur (ie- 
winnung der Purinbasen angewandte Nucleinsaure. 
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Darstellung und Analyse einiger Nucleinsiiuren. v 


Wie zu erwarten, war die Ausbeute an Guanin viel be- 
deutender bei Anwendung von freier Siiure, und im dritten 
Experimente konnte nur eine ganz geringe Quantitaét von dem 
angewandten Guanin zuriickgewonnen werden. Die EKinzelheiten 
der Versuche folgen. 

Experiment [. 95,0 g des Kupfersalzes wurden mit 
500 cem 10°/oiger Schwefelsiiure am Riickflubkiihler im kochen- 
den Wasserbade 8 Stunden erhitzt. Am Ende dieser Zeit be- 
stand das Reaktionsprodukt aus einem braunen Niederschlage 
und einer braunen Losung. Diese wurden durch Filtration 
getrennt, das Filtrat diente zur weiteren Analyse. Es wurde 
mit einer 10°/oigen Phosphorwolframsiiure so lange behandelt, 
als sich noch ein Niederschlag bildete. Dieser wurde in 
iiblicher Weise mit Barythydrat zersetzt und die alkalische 
Lisung mit Schwefelsiure so lange behandelt, bis die Lésung 
auf Lackmus sauer, auf Congo aber neutral reagierte. Das 
Filtrat von Baryumsulfat wurde bis zum ganz kleinen Volumen 
eingedampft und der Krystallisation tberlassen. Nach liingerem 
Stehen bei etwa -+ 2° C. bildete sich ein reichlicher krystalli- 
nischer Niederschlag. Dieser wurde in einem grofen Uberschusse 
von Wasser erhitzt. Ein kleiner Teil blieb unldslich, und der 
grOBere schied sich nach Eindampfen der Losung wieder in 
Krystallform aus. Die Mutterlauge von dem letzten Nieder- 
schlage wurde mit einem Uberschusse von Ammoniak  ein- 
gedampft, und der entstandene Niederschlag wieder in das 
Sulfat umgewandelt. 

Das umkrystallisierte Sulfat wurde lufttrocken der Ana- 
lyse unterworfen und erwies sich als Adeninsulfat. Der unlés- 
liche Teil bestand aus Guanin. 

Die Ausbeute an Adenin betrug 2,0 g, an Guanin 0,95 g. 


Die Analyse des Adeninsulfats ergab die folgenden Zahlen: 


0,1581 g Substanz gaben bei Verbrennung 0,1748 g CO, und 
0,0605 g H,O. 
Fir -- 2H,O 


Berechnet: Gefunden: 
C = 29,70%o 30,15 °/o 
H = 3,96%,o 4,25 %/o 
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4 P. A. Levene und J. A. Mandel, 
Die Analyse des Guanins ergab die folgenden Zahlen: 
0.1489 ¢ der Substanz gaben 0,2132 g CO, und 0,0500 g H,O, 
Fiir C,H,N,O 
Berechnet: Gefunden: 
C = 39,73%o 39,05 8/0 
Die Mutterlauge wurde dann mit einer ammoniakalischen 
Losung von Silberchlorid behandelt. — Der Niederschlag der 


Silberpurine wurde mit Salzsiiure zersetzt und das Filtrat von 
Silberchlorid nach Zugabe eines Uberschusses von Ammoniak 
aul dem Wasserbade eingedampft. — bildete sich ein 
amorpher Niederschlag, welcher durch Filtration entfernt wurde. 
Die zuriickbleibende L6sung wurde erwiirmt und mit einer 
wiisserigen Pikrinsiureldsung behandelt, so lange sich ein Niedér- 
schlag bildete. — Die Mutteriauge wurde von Pikrinséure in 
iiblicher Weise befreit und wieder mit einer ammoniakalischen 
Losung von Silberchiorid behandelt: es bildete sich dabei ein 
nur ganz unbedeutender Niederschlag, der nicht weiter unter- 
sucht wurde. Der braune Niederschlag, der vermutlich aus 
Guanin bestand, wurde in Salzsiiure aufyelOst, mit Tierkohle 
gekocht, und wieder mit iiberschiissigem Ammoniak bis zu 
kleinem Volumen eingedampft: — beim Erkalten bildete sich 
ein Niedersehlag, der zur Analyse verbraucht wurde. 

0.1280 g im Xylolbad getrocknele Substanz gaben beim Verbrennen 
45.8 cem Stickstoff (iiber 50°/o KOH) ber T. = 249 C. und P. = 760 m. 
N == 28,44°/0. 

Die Substanz war also kein Guanin. 

Das unlosliche Pikrat, welches als Adenin erhalten wurde, 
lieferte) beim) Umkrystallis.eren nur eine ganz unbedeutende 
Menge einer Substanz, welche die Beschaffenheit des Adenin- 
pikrates besab. 

Das Filtrat vom Phosphorwolframsiureniederschlage wurde 
in iiblicher Weise mit Barythydrat zersetzt, vom Ubersehusse 
des Baryts mittels Schwefelsdure befreit und zu kleinem Volumen 
eingedampft. Es schied sich dabei ein Niederschlag aus, der aus 
Schwefelsiiure umkrystallisiert alle Eigenschaften des Thymins 
besaf. — Die Mutterlauge von Thymin wurde wieder mit Phosphor- 
wolframsiiure behandelt, es bildete sich aber kein Niederschlag. 
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Darstellung und Analyse einiger Nucleinsiiuren. 


Die Analyse des Thymins ergab die folgenden Zahlen: 
0.1623 g der Substanz gaben 0.2837 g CO, und O,O711 H,O. 
Fir (,H,N,O 


Berechnet: Gefunden: 
C = 47,62°/o 47,67 °/o 
H = 4,76°%o 4,57 %o 


Experiment If. 50 ¢ der kupferfreien Substanz (enthiilt 
0 @ der freien Siiure) wurden auf demselben Wege wie in 
vorigem Experimente hydrolysiert. 

Die Ausbeute an Guanin betrug 2,0 g, die an Adenin 1.4 g. 
Aus dem Filtrate yom Phosphorwolframsiiureniederschlage 
sich nur eine ganz unbedeutende Menge von Thymin gewinnen. 

Es schien also aus diesen zwei Versuchen, dal beim 
Erhitzen mit verdtinnten Siiuren in Anwesenheit von Kupfer 
das sich bildende Guanin weitere Veriinderung erleidet, viel- 
leicht unter Bildung von sekundiiren komplizierten Substanzen 
durch synthetische Vereinigung mit anderen Bestandteilen der 
Nucleinsiiure. Um den Vorgang genauer zu erforschen, wurde 
folgender Versuch angestellt. 

Experiment 2,0 Guanin und 20 Gulose wurden 
mit 150 cem 10°, oiger Schwefelsiiure, in welcher 4.0 Kupfer- 
sulfat aufgelést waren, im Wasserbade mit RiickfluBkiihler 
erhitzt. Es  bildete sich sofort ein kleiner heller flockiger 
Niederschlag. Am Ende des Tages wurde die Operation unter- 
brochen. Wiihrend der Nacht schied sich der grébte Teil des 
Guanins in Form des Sulfates aus. Die blaue Fliissigkeit 
nahm allmiihlich eine braune Fiirbung an, an Stelle des amorphen 
flockigen Niederschlags schied sich eine braungefiirbte krystal- 
linische Masse aus, die aus langen prismatischen Nadeln bestand. 
Die Krystalle losten sich nicht in heibem Wasser, in miibig 
verdiinnten Siiuren, wohl aber in Alkalien und in konzentrierten 
Siuren. Die Krystalle enthielten Schwefelsiiure und Kupfer, 
doch nach Zugabe von Ammoniak zu einer Suspension der 
Substanz in Wasser fiarbte sich dasselbe blau nur nach 
liingerem Stehen. 

Die Substanz hatte die folgende Zusammensetzung : 

0.1952 ¢ der Substanz gaben bei Verbrennung 0,1732 g CO, und 


0.0486 g HO; © 19,01; H = 2,76. 
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6 P. A. Levene und J. A. Mandel, 


04423 g der Substanz wurden fiir eine KjeldahlIsche Stickstoff- 
bestimmung gebraucht. Es verlangte zum Neutralisieren 78,7 ccm Schwefel- 
siiure (1 com == 0,00133), N = 26,1°)o. 

0.4515 g der Substanz, beim Schmelzen mit Natronhydrat (aus 
Natrium dargestellt), mit Salpeter iiber einer Gasolinflamme, gaben 0,2018 g 


BasO,; H.SO, = 18,799. 

0.1364 g der Substanz gaben beim Schmelzen 0,040 g CuO: Cu =- 
23,35. 

Kin Teil der Substanz wurde in mifig konzentrierter 
Salzsiiure aufgelést. Ein kleiner brauner Niederschlag  blieb 
ungelost. Aus der LOsung wurde auf tibliche Weise mittels 
aummoniakalischen Silberchlorids Guanin gewonnen. Diese Sub- 
stanz ist also auch kein Guaninkupferoxydul. Die genauere 
Natur der Substanz wird eingehend untersucht werden. 

Die Mutterlauge von den Krystallen wurde auf ein Vo- 


lumen von 225 cem gebracht, und 12,5 cem von diesen wurden 
fiir eine Bestimmung des freien Ammoniaks angewandt. 0,012 g 
Stickstoff oder 1,39°/o des gesamten Stickstoffs waren in 
dieser Form vorhanden. Die Hauptmenge des Filtrates wurde 
mit einer 10°/oigen Lésung von Phosphorwolframsiiure  be- 
handelt. Der Niederschlag wurde auf tibliche Weise auf Purin 
und Pyrimidinbasen untersucht. Es gelang, 0,150 g Guanin, aber 
keine merkliche Quantitét von Pyrimidinbasen zu gewinnen. 
Ebensowenig war es méglich, Pyrimidinbasen aus dem Phos- 
phorwolframsiiurefiltrat zu gewinnen. 

Es geht aus diesem Versuche hervor, daf bei der Spaltung 
des Kupfersalzes mittels verdiinnter Schwefelsiiure ein 
Teil des in der Nucleinsiure vorhandenen Guanins wieder 
aufgefunden wird, und dab das iibliche Verfahren zur Dar- 
stellung der Purinbasen keine Auskunft tiber den wirklichen 
Gehalt an Guanin geben kann, wenn das Kupfersalz zur Analyse 


angewendet wird. 


Pyrimidinbasen. 

Obwohl die vorherige Erfahrung uns keinen Anlaf zur 
Vermutung gab, dal} die Anwesenheit des Kupfers einen Einflub 
auf die Bildung von Pyrimidinbasen  besitzt, war es doch 
wiinschenswert, die Resultate der Analyse des Kupfersalzes 
mit denen der freien Siiure zu vergleichen. 
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Darstellung und Analyse einiger Nucleinsiuren. / 


Experiment |. 61 g der freien Séiure und 500 cem 
Schwefelsiiure wurden 5 Stunden im Autoklaven 
auf 160° CG. erhitzt. Das Reaktionsprodukt wurde einige Tage 
stehen gelassen. Die Melaninbildung war sehr spiirlich. Das 
Melanin und das Thymin wurden abfiltriert und das Filtrat 
nach dem Verfahren von einem von uns auf die Pyrimidin- 
basen weiter verarbeitet. Die Ausbeute an Thymin betrug 5,5 g; 
in der Cytosinfraktion wurden 10 g eines unloslichen Pikrates 
erhalten. Beim Versuche, das Pikrat in Sulfat  iiberzufiihren, 
erhiell man eine Substanz, .die das typische Aussehen des 
Cytosinsulfates nicht besab. Die Ausbeute an dieser Substanz 
betrug 2.9 g. Bei der Analyse erwies sich, daf Adeninsulfat 
vorlag. 

0.1631 ¢ der Substanz gaben bei der Analyse O,1812 ¢ CO, und 


0.0679 H,O. 
Fir (CZH,N,),H,SO, 2 HO 


Berechnet: Gefunden: 
C = 29,70°%s 30,29 
H = 3,96°%> 


Die Mutterlauge von Adeninsulfat wurde mit) ammonia- 
kalischer L6sung von Silberchlorid behandell. Ks bildete sich 
ein ganz spiirlicher Niederschlag von Adeninsilber. Das Filtrat 
von diesem wurde mit Salpetersiure angesiiuert, von Silber- 
chlorid abfiltriert und das Filtrat nach Kossel-Jones auf 
Pyrimidinbasen untersucht. Es gelang dabei, Cytosinsulfat 
darzustellen, welches in das Chloroplatinat tibergefiihrt und 
als solches analysiert wurde. 

0.1658 g der Substanz gaben 0,0506 g Pt. 

Fiir 2 (C,H,N,O)PtCl, - 2 HC! 
Berechnet: Gefunden: 
Pt = 30,84°/o 30.52 lo 

Experiment II. 85,0 g des Kupfersalzes wurden anf iihn- 
liche Weise wie im vorigen Experimente behandelt. Es bildete 
sich dabei 5,0 g Thymin, 2,5 g Adeninsulfat und eine unbe- 
deutende Menge von Cytosin. 

Die Melaninbildung war in diesem Experimente viel be- 
deutender, 

Die Filtrate der unléslichen Pikrate wurden vereinigt, von 
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8 P. A. Levene und J. A. Mandel, 


Pikrinsiiure befreit, mit Barythydrat neutralisiert und auf ein 
ganz kleines Volumen eingedampft. Die L6sung wurde wieder 
mit Schwefelsiiure angesiiuert und mit einer 5°,oigen Phos- 
phorwolframsiiure behandelt. Ein Versuch erwies, dab der 
Niederschlag aus Purin und Pyrimidinbasen bestand. Die Tren- 
nung derselben wurde auf tibliche Weise ausgefiihrt. Die Aus- 
beute an Purinbasen war sehr sparlich; in der Pyrimidinfraktion 
konnte Cytosinsulfat nachgewiesen werden. 

Das Phosphorwolframsiurefiltrat wurde nach Kossel- 
Jones auf Pyrimidinbasen untersucht. dieser Fraktion 
wurde bet der Analyse von Nucleinsiituren anderer Herkunft 
Uracil aufgefunden; in dem vorliegenden Versuche konnte aber 
nur etwa t g Thymin, aber gar kein Uracil erhalten werden. 


Kohlehydrate. 

In ihrem Gehalt an Kohlehydraten untersehied sich diese 
Substanz von anderen Nucleinsiiuren nicht. Die freie Siiure 
gab cine positive Orcinreaktion, und bei der Hydrolyse mit 
30° Schwefelsiiure bildete sich eine sehr_ betriichtliche 
Menge von Liivulinsiiure. Diese wurde in Form ihres Silber- 
salzes isoliert und identifiziert. 

0.2190 der Substanz gaben 0.1056 ¢ Ag. 

Fir C.H,0,Ag 
Berechnet: Gefunden: 
Ag = 48,430 48,22) 

Die Resultate der vorliegenden Analyse unterscheiden sich 
von denen der anderen Nucleinsiiuren wesentlich. Am = meisten 
aulfallend sind die Unterschiede im Gehalt an Pyrimidinbasen. 
Die Ausbeute an Cytosin war sehr spiirlich und Uracil konnte 
liberhaupt nicht nachgewiesen werden. Auch ist  auflfallend, 
dal} beim Erhitzen auf 160° C. mit 30°/oiger Schwefelsiiure 
noch eine sehr betrachtliche Menge von Adenin unangegriffen 
bleibt, was bei den anderen Siiuren nicht der Fall ist. Nun 
ist es denkbar, dafi das Intaktbleiben des Adenins durch Ver- 
suchsbedingungen verursacht war und nicht dureh die ab- 
weichende Zusammensetzung dieser Saure. Doch wiire es eigen- 
tiimlich, dafi sie gerade bei diesen zwei Versuchen zum Vor- 
schein kamen, und dab sie niemals vorher bei der Analyse 


; 
2 
\ 
= 
+ 
a 


Darstellung und Analyse einiger Nucleinsiéiuren. 9 


anderer Nucleinsiiuren animalischer Herkunft beobachtet worden. 
Sollte aber die kleinere Ausbeute an Cytosin wirklich mit dem 
Vorkommen von Adenin in Zusammenhang stehen, dann wiirde 
man zur Annahme gezwungen sein, dab das Cytosin nicht 
priiformiert im Molekiil vorhanden ist, sondern daf ein 
sekundiires Zersetzungsprodukt ist. Weitere Untersuchungen 
sollen eine Aufkliirung dieser Frage geben. 

Es ist auch bemerkenswert, dafi beim Erhitzen der Siiure 
im Wasserbade mit einer 10°/oigen Schwefelsiiure die Bildung 
yon Thymin zum Vorschein kam. Auf Grund dieses Befundes 
darf man jedem Zweifel wegen der Zugehorigkeit des Thymins 
zu den primiirer Zersetzungsprodukten des Nucleinsiiuremolekiils 
fallen lassen. 

Die maximale Ausbeute an den einzelnen Spaltungspro- 
dukten, auf 100 ¢@ der freien Siiure berechnet, war die 


folgende: 


In Grammen In Prozenten des Gesamtstickstoffs 
Adenin 4,6 14,4 
Guanin 5,0 14,4 
Thymin 10,0 13,9 
Cytosin quantitativ nicht berechnet. 


Doch darf man auch diese Zahlen nur als anniihernde 
annehmen. Es werden weitere Versuche gemacht, die sekun- 
diren Veriinderungen der Basen zu verhindern. 

An der Ausfiihrung der Analysen hat auch Dr. W. A. Beatty 
teilgenommen, wofiir wir ihm unseren besten Dank aussprechen. 

Als diese Arbeit schon vollendet war, ist diejenige von 
Katsuji Inouye erschienen, in welcher eine quantitative Ana- 
lyse der Spaltungsprodukte der Nucleinsiéure aus den Sperma- 
tozoen des Hamo ausgefiihrt wurde. Die Resultate dieser Unter- 
suchung weichen von den unsrigen ziemlich betriichtlich ab. 
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Uber das Vorkommen von Methylguanidin im Harn. 
Von 


W. Achelis. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Marburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24. Oktober 1906.) 


Bei ihren Untersuchungen iiber den Nachweis toxischer 
Basen im Harn fanden Kutscher und Lohmann!) im Harn 
von Hunden, die mit Liebigs Fleischextrakt gefiittert waren, 
eine Base, die sich als Dimethyl guanidin charakterisieren lief. 
Auf Veranlassung von Herrn Prof. Kutseher habe ich darauf- 
hin den normalen Menschenharn (Harn von gesunden, nicht 
schwangeren Frauen, den die hiesige Frauenklinik zur Ver- 
fiigung stellte)?) zum Ausgangsmaterial von Untersuchungen be- 
niitzt, deren Resultat im folgenden wiedergegeben sei. Die Me- 
thode, die in 2 Versuchsreihen in gleicher Weise angewandt zu 
demselben Ergebnis fiihrte, war im wesentlichen die von Kutscher 
und Lohmann®) angegebene: der Harn wurde mdglichst frisch 
durch Kieselgur filtriert, mit Salzsiiure stark angesiuert und dann 
mit Phosphorwolframsiiure ausgefiillt. Der entstehende Nieder- 
schlag wurde abgesaugt, mit 5°/oiger Schwefelsiure gut ausge- 
waschen und mit heifgesiittigtem Barytwasser zersetzt. Der Uber- 
schuf von Baryt wurde durch Kohlensiiure gebunden. Das Filtrat 
vom Baryumcearbonat, das die kohlensauren Basen enthielt, wurde 
dann auf dem Wasserbade bis auf etwa 300 ccm eingedampft, 
mit Salpetersiiure schwach angesiiuert und mit einer 20°/oigen 
SilbernitratlOsung versetzt. Von den dadurch ausgefillten Alloxur- 
basen wurde wiederum abgesaugt und zu dem Filtrat so lange 
Silbernitrat hinzugegeben, bis es, gegen Barytwasser gepriift, 
sofort einen braunen Niederschlag hervorrief. Sodann wurde 

Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 422 ff. 

2) Herrn Geheimrat AhlIfeld und Herrn Privatdozenten Dr. Rie- 
liinder spreche ich fiir die Abgabe des Ausgangsmaterials meinen besten 
Dank aus. 
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unter Kontrolle von ammoniakalischer Silbernitratl6sung!) mit 
kaltgesiittigtem Barytwasser zundchst das Kreatinin als Silber- 
verbindung ausgefiillt, und das Filtrat davon so lange mit Baryt 
versetat, bis keine weitere Fallung mehr eintrat. Der Nieder- 
schlag wurde abgesaugt, mehrfach mit Wasser ausgewaschen, 
sodann mit Wasser verrieben, mit Schwefelsiiure angesiiuert 
und sehlieBlich mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Das Filtrat 
vom Schwefelsilber wurde auf dem Wasserbade vom Schwelel- 
wasserstoff befreit, die darin enthaltene Schwefelsiiure durch 
Zugabe von Barytwasser gebunden, und der Ubersehu8 von 
Baryt durch Kohlensiéure ausgefillt und abgesaugt. Das Filtrat 
vom Baryumearbonat wurde dann auf dem Wasserbade stark 
eingeengt, mit verdiinnter Schwefelsiure neutralisiert und von 
den dabei etwa noch ausfallenden Spuren von Baryumsulfat 
gereinigt, und dann bis zu wenigen Kubikzentimetern weiter 
eingedampft. Es gab noch eine schwache Kreatininreaktion. 

Nunmehr sollte es mit gesiittigter wiisseriger Pikrolon- 
siiureldsung ausgefiillt werden, aber ein dahin zielender Versuch, 
der an einer kleinen Probe im Reagenzglas vorgenommen 
wurde, lieferte auffalligerweise keine Fillung mit Pikrolonsiiure, 
deshalb wurde der ganze Rest der Fliissigkeit wiederum mit 
Salpetersiiure schwach angesiiuert und der ganze Gang der 
Untersuchung mit der fraktionierten Silberfiillung usw. noch 
einmal wiederholt. Jetzt erhielt ich mit Pikrolonsiiure einen 
reichlichen krystallinischen Niederschlag, der des genaueren 
untersucht werden konnte. Kreatinin war in der Fliissigkeit 
nicht mehr mit Deutlichkeit nachzuweisen. 

Es sei gleich an dieser Stelle bemerkt, dab sich auch in 
allen spiiteren Versuchen niemals nach der ersten fraktionierten 
Silberfiillung mit Pikrolonséure eine Fiillung erziclen lieb, sondern 
immer erst dann, wenn diese Operation ein zweites Mal vor- 
genommen war: in einem Falle (s. u. Hund I) sogar erst nach 
der 3. fraktionierten Silberfiillung. Es ist dies ein Umstand, 
der die Ausbeute an Pikrolonat natiirlich nur ungiinstig beein- 
flussen kann, weil bei dem wiederholten Umfiillen Verluste an 

Kutscher, Uber Liebigs Fleischextrakt (Zeitschrift far 
Untersuchung der Nahrungs- und Genufmittel, Bd. X, S. 531. 
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Substanz unvermeidlich sind, selbst bei sorgfiiltigster Arbeit. 
Die Ursache dieser auffiilligen Erscheinung vermag ich nicht 
anzugeben. Man immerhin annehmen, zuerst noch 
Verunreinigungen durch einen anderen Korper in der Loésung 
vorhanden waren, welche die Bildung eines Pikrolonates  ver- 
hinderten und sich erst durch eine nochmalige Behandlung mit 
Silber usw. beseitigen lieben. Dab diese Verunreinigungen 
durch kleine Reste von Kreatinin verursacht waren, ist’ mir 
nicht wahrscheinlich, wenn auch die Pikrolonsiiurefaillung erst 
dann auftrat, nachdem Kreatinin nicht mehr in der Losung 
nachzuweisen war. Aber es kann ja ebenso gut irgend ein 
anderer Kérper gewesen sein, dessen letzte Reste schlieblich 
mit in die Kreatininfraktion tibergingen. 

Die Pikrolonsiiurefallung bestand aus gelben mikroskopischen 
Krystallen. Dieselben wurden scharf abgesaugt, aus kochendem 
Wasser umkrystallisiert, mit wenig Wasser und Alkohol gereinigt 
und dann bei 100° getrocknet. 30 1 Frauenharn ergaben auf 
diese Weise ca 0,7 g Pikrolonat. Dasselbe ist in kaltem Wasser 
schwer lOslich: in 100 Teilen Wasser l6sen sich nur 0,025 Teile 
der Substanz: weniger schwer in absolutem Alkohol: in LUO 
Teilen Alkohol lOsen sich 0,06 Teile der Substanz. Es schmilzt 
unter Aufschiiumen bei ea. 270° (ungenau), nachdem es bei 
ca. 225° eine olivgriine Farbe angenommen hat, und erwies sich 
durch die Elementaranalyse als Methylguanidinpikrolonat. 

Q.152 ¢ Substanz gaben 0.2382 ¢ CO, und 0,0632 g H,O. 


0.1516 g der Substanz gaben 38,4 com N; T. = 17°; Ba, = 743 mm. 
Fir C,H,N, -C,,H,N,O, 
Berechnet : Gefunden: 
C = 42,7°%,o C = 42,7°% 
H= H= 4,/7% 
N = 29,1% N = 29,2°%o 


Da, wie oben erwihnt, derselbe Gang der Untersuchung 
mit demselben Erfolge an 2 verschiedenen Harnmengen vor- 
genommen wurde, so diirfte damit das Methylguanidin als 
ein stiindiger Bestandteil des normalen menschlichen Harns 


nachgewiesen sein. 
Die nahe chemische Verwandtschaft zwischen dem Methy!- 
guanidin und dem Kreatin resp. Kreatinin muBte den Ge- 


on 
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danken nahe legen, sich moéglicherweise auch Beziehungen 
finden lieben zwischen dem Auftreten von Methylguanidin im 
Menschenharn und dem von Kutscher und Lohmann!) im 
Hundeharn nachgewiesenen Dimethvlguanidin einerseits und 
dem mit der Nahrung aufgenommenen oder dem beim Eiweil- 
abbau in unserem Korper gebildeten Kreatin anderseits. Stellen 
Methyl- und Dimethylguanidin lediglich Abbauprodukte des mit 
der Nahrung eingefiihrten Kreatins dar, so miibten sie nach 
absolut kreatinfreier Kost im Harn fehlen, dagegen nach einer 
ungewoOhnlich kreatinreichen Kost in besonders staurkem Mabe 
zu finden sein. 

Als Ausgangsmaterial zu den dahin ziclenden Untersuch- 
ungen diente der Harn von 2 Menschen, die wiihrend der 
sanzen Versuchsdauer eine rein vegetabilische (also kreatinfreie) 
Nahrung aufnahmen. Nachdem unter diesen Vorbedingungen 
eine ausreichende Harnmenge (14 1) gewonnen war, wurden 
in einer 2. Versuchsperiode neben der vegetabilischen Nahrung 
noch ziemlich betriichtliche Mengen von reinem Kreatinin in 
Wasser eingefiihrt, im ganzen 16g. Auch in dieser 
Zeit wurden 14 1 Harn gesammelt. Um sicher zu sein, dai das 
Kreatinin oder seine Abbauprodukte auch vollig ausgeschieden 
seien, wurde der in 48 Stunden nach der letzten Kreatinin- 
aufnahme entleerte Harn nech mit zur Untersuchung verwandt. 

Gleichzeitig wurde unter denselben Vorbedingungen auch 
der Harn von 2 Hunden gesammelt, die in beiden Versuchs- 
perioden je 11 1 Harn lieferten. Es konnten ihnen wihrend der 
2. Versuchsperiode (in 8 Tagen) ca. 50 ¢ reines Kreatinin bei- 
gebracht werden. Das hierzu verwandte Kreatinin war zum Teil 
bei dem oben beschriebenen 1. Versuch aus 301 Frauenharn dar- 
gestellt worden; zum groften Teil aber wurde es mir von Herrn 
Prof. Kutseher freundlichst zur Verfiigung gestelit, deres bei seinen 
Arbeiten aus dem Liebigschen Fleischextrakt gewonnen hatte.*) 

Die Verarbeitung der so erhaltenen 4 verschiedenen Harn- 


*) Das Kreatinin hatte tibrigens auf Menschen und Hunde eine 
ziemnlich starke diuretische Wirkung, die am Harn auch an einer deut- 
lichen Abnahme des spezifischen Gewichtes zu erkennen war. 
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portionen wurde nach genau derselben Methode vorgenommen, 
die oben eingehender beschrieben wurde. Die Ausbeute an Pi- 


krolonaten war folgende: 

1. 14 1 Menschenharn nach kreatinfreier Kost ergaben: 
0,347 g Pikrolonat. 

2. 14 1 Menschenharn nach reichlich kreatininhaltiger Kost ergaben: 
0,588 g Pikrolonat. 

3. 11 1 Hundeharn nach kreatinfreier Kost ergaben: 
0,122 g Pikrolonat. 

4. 11 1 Hundeharn nach reichlich kreatimnhaltiger Kost ergaben: 
0,246 Pikrolonat, 

Die gewonnenen Pikrolonate gleichen in bezug auf Krystall- 
form, Schmelzpunkt und Léslichkeit vollstiindig dem aus dem 
Frauenharn dargestellten Methylguanidinpikrolonat. Die Ele- 
mentaranalyse ergab folgende Werte: 

1. 0,1993 g Pikrolonat aus dem Menschenharn nach kreatinfreier 
Kost ergaben 0,311 g CO, und 0,0822 g H,O. 

0.1393 derselben Substanz gaben 34,3 ccm N; T. = 14,0° C.; 


Ba. == 750 mm. 
Fir C,H,N, C,,H,N,O, 


Berechnet: Gefunden: 

C = 42.7% C = 42.6% 
H 4,50 H = 4,6°%o 4 
N = N = 


2. 01864 Pikrolonat aus dem Menschenharn nach reichlich 


krealininhaltiger Kost gaben 0,294 g CO, und 0,0804 g H,0O. 


0,164 g derselben Substanz gaben 41,3 ccm N; T. = 15° C. 
Ba. == 750 mm. 
Fir C,H,N, - C,,H,N,O, 
Berechnet: Gefunden: 
C = 42,7°%o C = 43,0°%/o 
H = 4,5°%o H = 4,8°o 
N = 29,1°%/o N = 29,4°/o 


3. 0,1073 g Pikrolonat aus dem Hundeharn nach kreatinfreier 
Kost gaben 25,7 ccm N; T. = 14,0° C.; Ba. = 757 mm. 
Fiir C,H,N, - C,,H,N,O; 
Berechnet: Gefunden : 
N = 29,1°/o N = 28,3 °o 
4. 0.1238 g Pikrolonat aus dem Hundeharn nach reichlich krea- 
tininhaltiger Kost gaben 30,8 ccm N; T. = 15,0°C.; Ba. = 751 mm. 
Fiir C,H,N, - C,,H,N,O; 
Berechnet: Gefunden: 
N = 29,1°%o N = 29,1% 
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Zu C- und H-Bestimmungen reichte die Menge der aus 
dem Hundeharn gewonnenen Pikrolonate leider nicht aus. 

Nach dem Ergebnis dieser Analysen darf man wohl mit 
Sicherheit annehmen, daB die Pikrolonate, die aus dem Menschen- 
harn sowohl nach kreatinfreier als auch nach stark kreatinin- 
haltiger Kost gewonnen wurden, Methylguanidinpikrolonate 
sind, ebenso wie das friiher aus dem normalen Frauenharn 
dargestellte. Auch das aus dem Hundeharn nach kreatinin- 
haltiger Nahrung erzielte Prikrolonat muB als Methyl guanidin- 
pikrolonat angesprochen werden. Auffallend ist bei der aus 
dem Hundeharn nach kreatinfreier Nahrung gewonnenen Sub- 
stanz der geringe N-Gehalt. Doch ist dieser Umstand wohl da- 
mit zu erkliren, neben Methylguanidin auch Dimethyl- 
euanidin in dem Harn enthalten war, dessen Pikrolonat nur 
28°) N verlangt. Auch Kutscher und Lohmann!) fanden 
ja bei ihren Untersuchungen vorwiegend Dimethylguanidin 
im Hundeharn. Die in allen 4 Harnportionen verhiiltnismabig 
geringe Ausbeute an Pikrolonat woh! darauf zuriick- 
gefiihrt werden, daB die wiederholte fraktionierte Silberfillung 
zu Substanzverlusten fiihrte; am geringsten war die Ausbeute 
bei dem Hundeharn, bei welechem, wie oben erwihnt, die Aus- 
fiillung mit Silbernitrat dreimal vorgenommen werden mubte. 

Beziiglich des Zusammenhangs der Methyl guanidin- 
ausscheidung im Harn mit dem in der Nahrung eingefiihrten 
Kreatinin ist zu sagen, dali die Methylguanidinausscheidung 
gar nicht oder nur in sehr geringem Mabe von der Kreatinin- 
aufnahme abhiingig ist. Denn im Verhiiltnis zu den groben 
Mengen des wiéhrend des Versuchs aufgenommenen Kreatinins 
(16 und ca. 50 g) ist die bei Mensch und Hund gefundene 
Steigerung der Methylguanidinausscheidung minimal. 

Demnach ist es viel wahrscheinlicher, dali das Methyl- 
guanidin zu dem beim “iweibabbau im Korper gebildeten Krea- 
tin in Beziehung steht. Es kiénnte als Vorstufe oder als ein 
Abbauprodukt desselben gelten; denn es geht, soviel wir wissen, 
ja nur ein Teil des Muskelkreatins als Kreatin oder als Krea- 
lint: in den Harn iiber. Bei der bekannten Giftigkeit des 
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Methylguanidins ist es aber nicht sehr wahrscheinlich, daf es 
ein Abbauprodukt des Kreatins darstellt. Vielmehr begriindet 
diirfte die Annahme sein, dab es eine Vorstufe des Muskel- 
kreatins ist, vor deren Giftwirkung der Korper sich dadurch 
schiitzt, daf er es zum grofiten- Teil in das ungiftige Kreatin 
iiberfiihrt, wiihrend er nur einen minimalen und daher un- 
schiidlichen Teil unveriindert in den Harn tibertreten lat. 
Eine weitere Frage ist es, auf welchen bestandteil des 
Korpereiweibes das Methylguanidin als Vorstufe des Kreatinins 
zuriickzufiihren ist. Das Nichsthegende witirde sein, von 
dem Arginin abzuleiten, auf das wir auch das bei Oxy- 
dationen von Eiweif gewonnene Guanidin zu beziehen pflegen. 
Otori!) macht auf die Méglichkeit eines zweiten im Eiweili- 
molekiil priiformierten Guanidinkerns aufmerksam. Auch 
dieser wiirde natiirlich eventuell fiir die Bildung des Methyl- 
guanidins in Betracht kommen. Die Annahme eines _ priifor- 
mierten Methylguanidinkerns im Eiweibmolekiil, wozu 
Jaffé?) geneigt zu sein scheint, ist weniger einleuchtend, denn 


wenn diese Base unter den Produkten der hydrolytischen Eiweib-. 


spaltung bisher dauernd neben dem Guanidin tibersehen worden 
wire, so miibte sie doch bei den Oxydationsversuchen von 
Otori®) sowie Kutscher und Otori*) zum Vorschein gekommen 


sein und sich bemerkbar gemacht haben. Das ist aber nicht 


der Fall gewesen 

Einen interessanten Nebenbefund bildete bei der Ver- 
arbeitung der vier verschiedenen Harnportionen die Gewinnung 
des Kreatinins. Es wurden erhalten: 


Aus 14 1 Menschenharn nach kreatinfreier Kost 4,0 g Kreatinin 
>» 141 > > » » 
unter Zugabe von 16 g Kreatinin in Substanz 6,5 » > 
Aus 11 | Hundeharn nach kreatinfreier Kost 2,5 » » 
>» 111 > » » 
unter Zugabe von 50 g Kreatinin in Substanz = 5,0 » . 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. &6 ff. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XLVIIL, S. 466. 
l. 


4) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 8. 93 ff. 
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Nach den zur Zeit vorliegenden Angaben soll das mit der 
Nahrung aufgenommene Kreatin und Kreatinin nahezu_ voll- 
-indig als Kreatinin in den Harn iibergehen. wider- 
sprechen aber die oben mitgeteilten Zahlen.  Allerdings kann 
ein Teil des Kreatinins, bevor es mit Silber gefallt) wird, in 
Kreatin tibergehen und sich dadurch der Silberfiillung entziehen. 
kin anderer Anteil kann verloren gegangen sein, weil das 
Kreatininsilber nicht ganz unldslich ist. Diese Verluste, die 
fiberdies alle vier Harnportionen in gleicher Weise treffen 
miissen, sind jedoch keineswegs geeignet, das Verschwinden 
des mit der Nahrung in reichlichster Menge zugefiihrten Kreatinins 
zu erkliren. Wir miissen vielmehr, um das Ergebnis obiger 
Versuche verstiindlich zu machen, annehmen, daB bei Uber- 
schwemmung des Organismus vom Darm aus betriicht- 
‘icher Teil des Kreatinins zerstért wird. Uber den Ablauf 
dieses Prozesses lassen sich allerdings nur Vermutungen auf- 
stellen. Nach der Resorption mu das Kreatinin den Darm und 
die Leber passieren, zwei Organe, die nach den Untersuchungen 
von Kossel und Dakin?!) besonders reich an Arginase sind. 
bei der &éhnlichen Konstitution von Kreatinin und Arginin 
sich sehr wohl denken, daB die Arginase auch das Kreatinin 
augreift und zuniichst in Harnstoff und Methylglykokoll spaltet. 
Fiir diese Anschauung spricht auch der grobe Reichtum der 
Muskeln, die keine Arginase enthalten, an Kreatin. Leider 
jegen Untersuchungen tber die Wirkung der Arginase auf 
Kreatin und Kreatinin nicht vor. 

Immerhin ist es auch nicht ausgeschlossen, dab bei der 
groben Kreatinineinfuhr nur ein Teil desselben zur Resorption 
eelangte, wiithrend die Hauptmenge in den Kot iiberging. Aber 
das ist bei der leichten Loéslichkeit des Kreatinins nicht sehr 
wahrscheinlich: und deshalb wurde auch der Kot nicht mit in 
den Bereich der Untersuchungen hineingezogen. Diese Mog- 
ichkeit wird jedoch bei kiinftigen Untersuchungen sehr wohl 
init in Betracht gezogen werden miissen, weil sie naturgemal} 
auch von Einfluf sein kénnte auf die Beantwortung der Frage, 
ob das Methylguanidin nicht doch wenigstens zum Teil ein 

') Diese Zeitschrift, Bd. XLI, $. 321, und Bd. XLII, S. 182. 

Hloppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. L. 2 
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Abbauprodukt des Kreatins der Nahrung darstellt, eine Frage. 
die wir nach unsern bisherigen Resultaten, wie oben erwiihnt, 
mit nein beantworten miissen, 

Die Tatsache, daB von Kutscher!) im Liebigschen 
Fleischextrakt nicht unerhebliche: Mengen von Methylguanidin 
nachgewlesen wurden, lie} es immerhin als moéglich erscheinen, 
dab ein Teil des im normalen Harn gefundenen Methylguanidins 
bereits als solches mit der Nahrung dem Korper zugefiihrt sei, 
Sollte dies tatsiichlich der Fall sein, dann miibten nach kiinst- 
licher reichlicher Einverleibung von Methylguanidin besonders 
vrobe Mengen dieser Base im Harn zu finden sein. Zeit und 
Material erlaubten es mir leider bisher nur einen Versuch in 
dieser Richtung anzustellen. Aus ca. 2,5 g Methylguanidin- 
goldchlorid wurde durch Ausfiillung des Goldes mit Schwefel- 
wasserstolf das reine Chlorid der Base gewonnen, ea. 1,3 g. 
Einem Hunde, der withrend der Versuchsdauer als Nahrung nur 
Brot und Wasser erhielt, wurde an zwei aufeinander folgenden 
Tagen je die Hiilfte des Salzes subkutan gegeben. Das Tier 
war in den niichsten beiden Tagen etwas matt, zeigte aber 
sonst keine auffilligen Vergiftungserscheinungen. Der Harn, 
im ganzen 31, wurde noch 4 Tage nach der letzten Injektion 
gesammelt und ebenfalls nach der oben beschriebenen Methode 
verarbeitet. Es wurden daraus 0,167 g Pikrolonat gewonnen. 
Dasselbe erwies sich durch die Stickstoffbestimmung als ein 
Gemisch von Methyl- und Dimethylguanidinpikrolonat, 
indem sein N-Gehalt genau in der Mitte lag zwischen den fiir 
beide Korper verlangten N-Werten. ?) 

0.1462 Substanz gaben 36,2 com N; T. = 14° C.; Ba. = 736 mm. 


CJH,N, C,,H.N,O, Fiir C,H,N, - C,,H,N,O, Gefunden : 
berechnet : berechnet : 
N = 29,1°/o N = 28,0°%o N = 28,5%o 


Wenn dieser eine Versuch zu einer Schlubfolgerung be- 
rechtigt, so wiirde es die sein, daf nach kiinstlicher subkutaner 
Kinverleibung von Methylguanidin eine leichte Steigerung der 


4 
*) cf. oben S. 14 und 15 und die Angaben von Kutscher und 
Lohmann, l. 
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Methyl-, vielleicht auch Dimethylguanidinausscheidung im 
Harn zu beobachten ist: aus 111 Hundeharn wurden bei den 
friiheren Versuchen nur 0,122 und 0,246 g des Pikrolonates 
erhalten, wihrend hier 31 Harn 0,167 g lieferten. Mit Sicher- 
heit geht aus dem Versuch aber nur hervor, daf das einge- 
fiiarte Methylguanidin nicht quantitativ wieder im Harn aus- 
iritt. Auch eine Steigerung der Kreatininausscheidung war 
nicht zu beobachten. Die Ausbeute betrug nur etwas tiber 1,0 g. 
Die Versuche, die Jaffé!) zur Beantwortung dieser Frage an- 
stellte, lieben bisher ebenfalls keine Steigerung der Kreatinin- 
ausscheidung nach Zufuhr von Methylguanidin erkennen. | 

Es sei schlieblich noch kurz tiber das Resultat des Ver- 
suches berichtet, das Methylguanidin auf dieselbe Methode 
im Harn des Pflanzenfressers nachzuweisen. Es dienten 
hierzu 10 | Pferdeharn. 

Daraus wurden 0,533 g eines Pikrolonates gewonnen, das 
au Schmelzpunkt und Loslichkeit mit dem friher gewonnenen 
Methylguanidinpikrolonat tibereinstimmte und durch die 
hlementaranalyse mit Sicherheit als solches nachgewiesen wurde. 


0.1428 g Substanz lieferten 35.3 cem N; T. = 13,0° C.; Ba. = 
mm. 


0.1867 g Substanz lieferten 0.2924 g CO, und 0,079 g H,0. 
Fir C,H,N, -C,,H,N,O,: 


Berechnet : Gefunden: 
N = 29,1°/o N = 29,3%e 
C = 42,7% C = 423.7% 
H = 4,5°%o H= 47% 


Dieser Versuch ist deshalb von Interesse, weil in der 
Nahrung der Pflanzenfresser das Kreatinin vollkommen fehlt. 
bei ihm kénnen demnach natiirlich auch keine Beziehungen 
zwischen Nahrungskreatinin und Methylguanidin bestehen. Trotz- 
dem scheidet das Pferd, das ich als Typus der Pflanzenfresser 
gewahlt hatte, Methylguanidin im Harn aus, und zwar mindestens 
ebenso reichlich wie der Fleischfresser (Hund) und Frucht- 
esser (Mensch). 

Le. 
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20 W. Achelis, Uber das Vorkommen von Methylguanidin im Harn. 


Die Resultate der vorstehenden Arbeit lassen sich in 
folgenden Siitzen zusammenfassen : 

1. Das Methylguanidin ist ein regelmabiger Bestand- 
teil im Harn von Mensch, Pferd und Hund (bei letzterem finde 
sich wahrscheinlich auferdem noch Dimethylguanidin). 

2. Dasselbe mufi wohl als Vorstufe des beim Eiweil- 
abbau im Korper gebildeten Kreatins aufgefabt werden und 
leitet sich als solche wahrscheinlich von Guanidin enthaltenden 
Komponenten des Eiweibmolekiils 

3. Durch reichliche Zufuhr von Kreatinin vom Darm 
aus und durch subkutane Einverleibung von Methyl guanidin 
lift sich keine wesentliche Steigerung der Methylguanidin- 
ausscheidnng im Harn erzielen. 

4. Das bei sonst kreatinfreier Kost reichlich in Substanz 
eingefiihrte Kreatinin erscheint nur zum Teil als solches wieder 
im Harn. 


| 
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Bemerkung zu vorstehender Arbeit des Herrn Dr. Achelis. 


Von 


Fr. Kutscher. 


(Der Redaktion zugegangen am 2+, Oktober 1906.) 


Von Herrn Dr. Achelis war das Methylguanidin im menschlichen 
Harn aufgefunden worden, bevor es von Lohmann und mir mit anderer 
Methode darin ebenfalls nachgewiesen wurde. Durch einen Zufall hat 
sich die diesbeziigliche Mitteilung im Zentralblatt fiir Physiologie aufer- 
ordentlich verzégert, so unsere Angabe tiber das Vorkommen von 
Methylguanidin im Menschenharn in der Zeitschrift f. physiol. Chemie 
fruher erscheinen konnte. Ich bemerke dieses, um Herrn Achelis die 
zweifellose Prioritét seiner Beobachtung zu sichern. 
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Uber die Bestimmung kleiner Mengen von Athylalkohol. 
Von 
M. J. Stritar. 


(Ans dem chemischen Laboratorium der Hochschule fiir Bodenkultur in’ Wien.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Oktober 1906.) 


Die Ermitthung des Alkoholgehaltes reiner  wiisseriger 
Losungen hat dank der Genauigkeit der hier zur Verfiigung 
stehenden physikalischen Methoden (Bestimmung der Dichte, 
des Gefrier- und Siedepunktes usw.) niemals als schwierige 
Aufgabe gegolten, soferne es sich nicht um gar zu_ kleine 
Mengen handelte. Ein Verfahren, das auch in diesem Faille, 
oder gar bei gleichzeitiger Anwesenheit schwierig entfernbarer 
Fremdstoffe organischer Natur, wie sie z. B. in Sekreten, Blut 
und dergleichen vorkommen, befriedigende Kesultate geliefert 
hiitte, gab es bis jetzt nicht. Die meisten in dieser Richtung 
gemachten Vorsechliige beruhen auf der Oxydation des Alkohols 
durch Kaliumpermanganat oder Chromsiiure, einer Eigenschatt, 
die bekanntlich nicht wenigen anderen Stoffen gleichfalls zu- 
kommt, abgesehen davon, dai der Verlauf der Reaktion und 
damit auch die zahlenmibigen Beziehungen von den Versuchs- 
bedingungen in hohem Mabe abhingig sind. 

Das von Nicloux(!) herstammende, unter anderem auch 
zur Bestimmung des Alkohols in der Milch empfohlene, zur 
Zeit vielleicht beste Oxydationsverfahren ist) unliingst von 
Landsberg(*) einer eingehenden Kritik unterzogen worden: 
der daraufhin vom Autor(*) selbst) zugestandene maximale 
Fehler von 5°/o darf wohl mit Recht als unbefriedigend hoch 
bezeichnet werden. 

Im folgenden soll tiber ein auf anderem Prinzipe beruhendes, 
bereits mehrfach erprobtes Verfahren berichtet: werden, das 
den Fehler auf 0,5 bis héchstens 1°/o herabzudriicken gestattet, 
wenn mindestens 0,05 g Alkohol vorhanden sind. 
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Uber die Bestimmung kleiner Mengen von Athylalkohol. 23 


Gelegentlich einer an anderer Stelle zum Abdruck = ge- 
angenden Untersuchung konnte der Athoxylgehalt eines Fett- 
Jjureesters nach Zeisels Alkoxylbestimmungsmethode (*) nicht 
fostgestelll werden: die erhaltenen Zahlen blieben hinter den 
von der Theorie geforderten um ein Betriichtliches zuriick. 
= wurde daher versucht, den Ester durch Alkali zu verseifen, 
den gebildeten Alkohol quantitativ abzudestillieren und seine 
Menge im Destillat zu ermitteln. Hierzu diente das auf die 
Bestimmung des Methylalkohols(°) bereits mit gutem Erfolge 
angewendete Jodidverfahreni®), nachdem folgender Versuch 
ein giinstiges Ergebnis geliefert hatte. 

13.568 g wasserfreier Bernsteinséurediithylester Kahl baum), dessen 
Gehalt an Athoxyl (OC,H.) sich zu 51,78°/o berechnete und nach Zeisel 

e) zu: L 51.5, I 51,690 gefunden worden war, wurden in einem 
Kieinen Destillationsapparate ohne Korkverbindungen mit 200 ccm Wasser 
vind 27 g krystallisiertem Baryumhydroxyd nebst einigen Siedesteinchen 

- erbsengrohe Stiickchen porésen Tones, die ein vorziigliches Mittel gegen 

sedeverzug abgeben — lingere Zeit unter Riickfluf{ erhitzt, bis keine 
Estertropfehen mehr wahrnehmbar waren; dann wurden 2/5 der F liissig- 
in einen 500 com-Mefkolben abdestilliert, zur Marke aufgefiillt und 
cut gemischt. 

5 cem der Losung') ergaben, dem Jodidverfahren unterzogen, bei 
|'4stiindiger Kochdauer: [. 0,36¢7, IL 0.3645 g AgJ, entsprechend in 
beiden Féillen 0.0715 g Athylalkohol; gegeniiber der wirklich vorhandenen 
Menge von 0,0718 g¢ betrigt der Verlust absolut 0.0005 ¢, der prozentuelle 
Fehler demnach O.4°/o 

Auf die eben beschriebene Weise kann somit der Methoxyl- 
oder Athoxylgehalt einer beliebigen, nicht oder nur schwer 
Niichtigen Verbindung ermittelt werden, die durch Lauge voll- 
-tindig verseifbar ist, und es wird diese Arbeitsweise empfehlens- 
wert sein, wenn das Zeiselsche Verfahren aus irgend einem 
Grunde ungenaue Resultate liefert, wie in dem eingangs er- 
wilnten Falle, oder von vornherein unzuliissig erscheint, wie bei 
schwelelhaltigen Substanzen z. B. (Sulfonsiiureestern) statt Kaut- 
fers(*) Methode, oder dann, wenn man das Verseifungsprodukt 
gewinnen beabsichtigt. 

') Die Lésung enthielt Spuren unveriinderten Esters, da dieser 
tit Wasserdimpfen fliichtig und infolge dessen im offenen Apparate nicht 
leicht quantitativ. verseifbar ist; das Resuitat leidet darunter  natiir- 


heh nicht. 
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Sie wird ferner, und hiervon soll hier ausschhieblich die 
Rede sein, zur Ermittlung des Alkoholgehaltes wasseriger 
Losungen dienen konnen, die entsprechend konzentriert) und 
von gewissen stOrenden Fremdstoffen frei sind. ?) 

Die beste Konzentration der LOsung ist ungefaéhr 1—1!/2° ,- 

wesentlich stirker soll sie nicht sein, weil dann die vor- 
geschriebenen Quantitiiten Jodwasserstoffsiiure und Silbernitrat- 
lOsung nicht ausreichen konnten, aber auch nicht viel schwiicher. 
Da niimlich bei geniigendem Uberschusse von HJ die Um« 
randlung des Athylalkohols in Athyljodid und dessen Uber- 
fiihrung in AgJ +» 2AgNO,(8) beziehentlich AgJ streng quantitatiy 
verliiuft, somit bei dichtem Schluf des Apparates nur Messungs- 
und Wiigefehler in Betracht kommen, ist die erreichte relative 
Genauigkeit (Fehler geteilt durch die vorhandene Menge) dem 
Jodsilbergewicht niherungsweise proportional. 

Das Verhalten verdiinnter wiisseriger LOsungen von Athyl- 
alkohol beim Destillieren ist bereits von Nicloux und Bau- 
duer(*) studiert worden, wobei sich folgendes ergab: Um einen 
bestimmten Anteil, sagen wir 99°/o, des vorhandenen Alkohols 
ins Destillat tberzutreiben, braucht man um so weniger abzu- 
destillieren, je geringer der Alkoholgehalt der Losung ist: bei 
Konzentrationen von 1:500 (0,2°/0) bis 1: 1000 (0,1°/0) mul 
z. B. die Hilfte abdestilliert werden, damit praktisch der ge- 
samte Alkohol sich im Destillate vorfindet, bei gréBerer Ver- 
diinnung (1:3000, d. i. 0,08°/o) geniigt bis 4/10. 

Bei der etwa zehnmal gréfveren Genauigkeit der hier 
vorgeschlagenen Bestimmungsmethode gegeniiber der von den 
genannten Autoren angewandten Niclouxschen erschien es 
ratsam, ihre Versuche wenigstens teilweise nachzupriifen. 


') Nachtréglich sei hier einer Methode gedacht, die erst nach 
Fertigstellung dieser Mitteilung anliiflich einer neuerlichen Revision dev 
Literatur zu meiner Kenntnis gelangte. Prunier (Journ. pharm., Bd. XXIX,. 
S. 407; Zeitschrift f. analyt. Chem., Bd. XXXV, S. 218, 1896) bedient sich 
gleichfalls eines allerdings etwas verwickelten «<Jodidverfahrens». Er fiihrt 
den Alkohol mit konzentrierter Jodwasserstoffsiure ins Jodid iiber, zieh! 
dieses mit Chloroform aus (oder destilliert) und schiittelt das so isolierte 
Jodid mit Silberoxyd enthaltendem Silbernitrat. 
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Uber die Bestimmung kleiner Mengen von Athylalkohol. 25 

1. 25 ccm «Stammlisung», durch vollstindiges Verseifen von Athyl- 
succinat und Destillation hergestellt, von der 45 ccm bei einstiindiger 
Kochdauer 0.2758, IL. 0.2751 g AgJ, entsprechend I. 0,0541, IL. 0,0540 g 
Athvlalkohol geliefert hatten, wurden mit 25 cem Wasser vermischt und 
in dem erwéhnten Destillierapparate in einem 200 cem fassenden Kélbchen 
erhilzt, bis 20 cem in dem vorgelegten 25 cem-Mefkolben tibergegangen 
waren, und dieser schlieSlich bis zur Marke aufgefiillt. 

cem der Losung lieferten 0.2753, IL. 0.2745 g AgJ, entsprechend 
| 0.0540, 0.0538 Alkohol. 

2. 25 cem Stammlésung wurden in demselben Apparate mit 75 cem 
Wasser vermischt, davon 20 cem abdestilliert und wie in 1. weiter be- 
handelt. 

5cem des Destillates leferten 0.2660 g AgJ, entsprechend 0,0522 g 
Alkohol; es war demnach ein Verlust von 0.0018 g, rund 3,5°o der vor- 
handenen Menge zu verzeichnen. 

Bei Konzentrationen tiber 1°/o miissen also mindestens 
25 abdestiliert werden, um den gesamten Alkohol ins Destillat 
iiberzuftihren. 

Da grobere Destillierapparate mit durch Schiliffen ver- 
bundenen Teilen infolge ihrer Zerbrechlichkeit) im Gebrauche 
kostspielig sind und daher in den meisten Laboratorien nicht 
zur Verfiigung stehen diirften, war noch zu versuchen, ob sich 
groiere Mengen verdiinnter Losungen nicht auch in den ge- 
briinchlichen Apparaten bei normaler Sorgfalt  verlustlos de- 
stiilieren lassen. 

Zu diesem Zwecke wurden 3. 25 ccm Stammldsung in einem 
1's | haltenden Kolben auf 11 verdiinnt (die Konzentration der Losung 
betrug demnach rund 0.04°/0), dieser mit einem ausgesuchten, besonders 
sorgfiltig gebohrten Korkstopfen an einen Kiihler angesteckt, der ebenso 
mit einem Vorstof§ verbunden war, und 400 ccm in einen 1 | fassenden 
Kolben abdesiilliert. Die Vorlage wurde dann unter Verwendung des- 
selben, also bereits einmal gebrauchten Korkes an den Kihler ange- 
schiossen und daraus 160 cem in den gréferen, 3VU0 ccm fassenden 
Kolben des mehrfach erwihnten Apparates abdestilliert, daraus genau 
wie in 1. 70 cem in den kleineren, 200 ecm fassenden, endlich aus 
diesem 40 cem in einen 50 ccm-Mefhkolben. 

5 cem des letzten Destillates lieferten nach dem Auffillen und 
Mischen I. 0,1375, Il. 0.1370 ¢ AgJ, entsprechend I. 0,02695, IL. g 
Alkohol (berechnet 0,0270 g); merklicher Verlust war daher nicht zu 
konstatieren. 


Das Kiithlrohr wurde stets mit wenig Wasser nachgespiilt. 
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4. Versuch 3 wurde nunmehr mit gewOhnlichen guten, aber weniger 
sorgfiltig gebohrten Korkstopfen wiederholt. 

5 ecm des letzten, wiederum auf 50 cem aufgefillten Destillates 
lieferten I, 01367, IL 0,1362 g AgJ, entsprechend I. 0,0268, IL 0,0267 ¢ 
Alkohol; der hier eimgetretene Verlust. (0.0002 bis 0,0003 g in d cei, 
insgesaint daher 0,002 bis 0,003 g Alkohol) betragt zwar schon nahe an 
1°/o relativ, kann aber wegen seiner geringen absoluten Menge eben 
noch vernachlissigt werden. 

Ks geniigt somit bei allen Konzentrationen, bei denen 
eine Anreicherung iiberhaupt in Frage kommen kann, jeweils 
2/5 der Fliissigkeit in einem gut schliebenden Apparate abzu- 
destillieren und dieses Verfahren wenn mdglich solange fort- 
zusetzen, bis der Gehalt auf 1-—1'/2°/o gestiegen ist. 

Unter den angegebenen Bedingungen wiirde sich, wenn wir 
annehmen, schlieblich der gesamte vorhandene Aikoho! 
auf 25 com konzentriert wurde (erheblich weiter einzuengen, 
erscheint aus naheliegenden Griinden nicht immer. statthaft), 
die Menge von 0.25 ¢ Alkohol mit einem Fehler von 0,5° », 
der bet weniger sorgfiiltigem Arbeiten bis zu 1°/o anwachsen 
kann, bestimmen lassen, selbst dann, wenn die anfiingliche 
Konzentration 0,05°/o nicht erreicht. Bei 0,025 g Alkohol wiire 
schon ein Fehler von 5°/o nicht auszuschlieBen, wiihrend bei 
noch geringeren Mengen allenfalls von einem «Nachweis» oder 
einer Ermittelung der GréBenordnung der vorhandenen Menge, 
nicht aber von einer eigentlichen «Bestimmung» gesprochet 
werden konnte. 

Bei 0.05 ¢ liBt sich indessen eine Genauigkeit von miti- 
destens 1°/o erreichen, wenn man in folgender Weise vorgelit. 
Statt das letzte Destillat im MeBkolben auf 25 com aufzufiillen, 
fiingt man es in einem Miniaturdestillierapparat auf und destil- 
liert aus diesem 8—10 cem direkt in das Siedekélbchen des 
Jodidapparates, das dann 75 cem Inhalt haben und mit ent- 
sprechend mehr Jodwasserstoffsiiure beschickt werden mub. 

Was endlich die zweite Bedingung der Anwendbarkei| 
des neuen Verfahrens betrifft, so ist) zuniichst unstreitig der 
Kreis derjenigen Stoffe, deren Gegenwart sich durch Storunge! 
bemerkbar machen kénnte, unvergleichlich enger gezogen als 
bei irgend einer der bekannten Oxydationsmethoden. 


| 
aad 
3 


Uber die Bestimmung kleiner Mengen von Athylalkohol. 27 

Als solche kommen a) Jodsilber liefernde, b) durch ihre 
Anwesenheit die Genauigkeit der Resultate beeintriéchtigende 
Substanzen in Betracht, soweit sie an sich oder mit Wasser- 
dimpfen leicht fliichtig sind und daher durch Destillation nicht 
entfernt werden kOnnen. 

Unter den ersten Begriff fallen homologe Alkohole 
sowie simtliche fliichtigen Ather und Ester, unter den zweiten 
Schwefelverbindungen. 

Was die homologen Alkohole (auch Methylalkohol in- 
hegriffen) anbelangt, so allerdings zugestanden werden, 
da® es derzeit nicht méglich ist, diese neben Athylalkohol in 
verliBlicher Weise zu bestimmen, das vorgeschlagene Verfahren 
also, wie auch alle anderen bekannten Oxydations- 
methoden, in solchen Fillen seine Anwendbarkeit verliert: 
ein Gleiches gilt natiirlich von allen Athern. Ester wiirden, 
wenn vorhanden, als Athylalkohol mitberechnet werden, doch 
sich ihr auf das Resultat durch Bestimmung der 
Ksterzahl in einem Anteile der dem Jodidverfahren zugefiihrten 
Fliissigkeit leicht ausschalten. 

Formaldehyd liefert geringe Mengen Jodsilber, wird 
aber durch Destillation in stark ammoniakalischer LOsung, wo- 
bei er als Hexamethylentetramin praktisch vollstiindig im Riick- 
stande bleibt, entfernt. Acetaldehyd ist unschadlich. (1°) 

Schwefelverbindungen verursachen nach bis- 
herigen Erfahrungen infolge der Bildung von Mercaptan im all- 
gemeinen merkliche Fehler durch Verlust von Jodsilber; auch 
dann, wenn fiir die Absorption des dem = Jodalkyldampfe: bei- 
gemengten Schwefelwasserstoffgases Sorge getragen wird, konnen 
richtige Zahlen nicht erwartet werden. Merkwiirdigerweise macht 
sich dieser Umstand sowohl bei Glycerin (Herrmann, (#4) 
Zeisel und Fanto('?)) als auch bei Athylalkoho! (Z. u. F.) 
lange nicht in diesem Mabe geltend, was fiir die Verwendbar- 
keit der Methode, z. B. im Laufe physiologisch-chemischer Un- 
tersuchungen, entschieden von Vorteil ist, sobald der Schwefel- 
gehalt innerhalb gewisser Grenzen bleibt — und dies diirfte 
Wohl stets erreichbar sein; als Waschfliissigkeit miiBte dann 
selbstverstiindlich Natriumarsenit oder der yon mir seinerzeit 
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empfohlene Natriumbrechweinstein, !) beides in ziemlich kotizen- 
trierter wisseriger LOsung, angewendet werden. 

Das Jodidverfahren selbst ist von Zeisel und Fanto(*) 
und mir('’) in allen Einzelheiten genau beschrieben worden, 
weshalb hier der Hinweis auf diese Abhandlungen geniigen wird: 
die dem gewogenen Jodsilber entsprechende Menge Alkohol er- 
fihrt man durch Multiplikation mit dem Faktor 0,1960° (Log- 


arithmus : 0,292355—1). | 
Im tibrigen gestaltet sich die Ausfiihrung des Verfahrens 
weit einfacher, als es auf den ersten Blick scheinen mdchte. 
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Zentralblatt, 1904, 2., S. 265. 
12. Noch nicht publiziert. 
13. Stritar, M. J., Zur Methoxyl- und Glycerinbestimmung, Zeit- 
schrift f. analyt. Chem., Bd. XLII, 8. 579, 1903. 
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Uber die Fermente des Nucleinstoffwechsels. 
Von 


Alfred Schittenhelm und Julius Schmid. 


(Aus der If) medizinischen Klinik der Charit@ und der inneren Abteilung des 
Krankenhauses Charlottenburg-Westend.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27, Oktober 1906.) 


Der Nucleinstoffwechsel bildet im Lichte der vergleichenden 
physiologisch-chemischen Forschung interessante Verschieden- 
heiten. Es scheint so, als ob bei verschiedenen Tierarten der 
komplizierte Prozeb der Harnsiiurebildung nicht in denselben 
Organen und mit derselben Intensitiit vor sich geht. Uber die 
Harnsiurezerst6rung sind die Untersuchungen noch nicht weit 
genug gefiihrt, um ein Urteil zu erlauben. Es steht zuniichist 
nur so viel fest, daBb in einem Organ, z. B. der Rindermiiz, 
unter gewissen Versuchsbedingungen eine reichliche Bidung 
von Harnsiiure erreicht werden kann, wiihrend davon in dein- 
selben Organ einer anderen Tierart, z. B. dem Schwein, niclit 
die Rede ist) Jones?) hat nan zum Teil in Gemeinschatt 
mit Austrian eine iihuliche Beobachtung bei der Umwandlung 
der Aminopurine in Oxypurine gemacht. Er hat z. B. gefunden, 
daf zwar, wie schon feststand, in der Rinderleber Guanin wid 
Adenin in die entsprechenden Oxypurine gleichmabig umge- 
wandelt werden, aber in der Schweineleber nur Adeutu 
in Hypoxanthin umgewandelt wird, nicht aber Guanin in Xanthin, 
und in der Kaninchenleber umgekehrt nur Guanin in Xanthin, 
nicht aber Adenin in Hypoxanthin. Mit anderen Worten wire 


') Schittenhelm, Der Nucleinstoffwechsel und seine Fermente 
bei Mensch und Tier, Diese Zeitschrift, 1905, Bd. XLVI, S. 354. 

2) Jones, Uber das Vorkommen der Guanase in der Rindermlz 
und ihre Fehlen in der Milz des Schweines, Diese Zeitschrift, 1900, 
Bd. XLV, S. 84; Jones und Austrian, Uber die Verteilung der Fer- 
mente des Nucleinstoffwechsels, Diese Zeitschrift, 1906, Bd. XLVIII, 8. 110. 
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eonach in der Rinderleber eine «Guanase» und «Adenase», in 
der Kaninchenleber nur eine «Guanase» vorhanden. 

Hydrolysieren wir die ganzen Organe und bestimmen die 
Art ihrer Purinkérper, so hat sich, soweit derartige Unter- 
suchungen bis jetzt vorliegen, stets gefunden, dal siimtliche 
OQrvane, wenlgstens die driisigen, in ihren Nucleinen vornehm- 
vch Guanin und Adenin enthalten. Dies gilt vor allem auch 
fir die Leber. Da wir annehmen miissen, dal bei den leb- 
haften Stoffwechselvorgiingen dieses Organes bestiindig Zell- 
kerne, ebenso wie das ubrige Zellprotoplasma, infolge der Ab- 
niitzung zugrunde gehen und wieder neu entstehen, so miissen 
also ebenda auch andauernd Guanin und Adenin in freier Form, 
infolge weiteren Abbaus der zugrunde gegangenen Zellkern- 
nucleine, vorhanden sein, natiirlich in kleinen Mengen. Even- 
tuell passiert auch vom Darm her und aus den tibrigen Speise- 
stitten des Pfortaderkreislaufes freies Guanin und Adenin die 
Leber. 

Nehmen wir nun mit Jones an, entweder das Guanin 
oder das Adenin wiirde in der Leber eines bestimmten Tieres 
nicht weiter verandert, so miifte der betreffende Korper per- 
manent in den Blutkreislauf geraten und mit dem Urin aus- 
veschwemmt werden. Die Untersuchungen tierischer Urine 
haben aber bis heute die Tatsache nicht ergeben, dab bei ge- 
wissen Arten die eine oder andere Purinbase in erheblicherer 
Menge ausgeschieden wird. Vielmehr hat sich z. B. beim nor- 
malen Schwein, bei welchem ja nach Jones die «Guanase» 
sowohl in der Leber als in der Milz fehlt und demnach das 
Guanin im Urin entschieden in reichlicherer Menge gefunden 
werden miibte, ergeben, dai nur ganz wenig Guanin vorhanden 
ist, so viel ungefiihr als Adenin, und ganz wesentlich weniger 
als Oxypurine. 

Es st6Bt also das Untersuchungsresultat von Jones, wo- 
nach das Fehlen eines der Fermente beim betreffenden Tiere 
tine spezielle Arteigenschaft ist, auf Schwierigkeiten, wenn 
man es mit den iibrigen Tatsachen zusammenhiilt. Das abso- 
lute Fehlen einer «Guanase» oder «Adenase- gerade in dem 
Zentralorgan, der Leber, ist physiologisch nicht ohne weiteres 
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anzunehmen. Es mu also der Versuch unternommen werden, 
ob nicht doch ein Versuchsweg gefunden werden kann, auf 
dem ein ganzlicher Abbau gelingt. Wir mochten iibrigens hiey 
auch zu bedenken geben, dab das negative Resultat keines- 
wegs zu soich weiltragenden Schliissen berechtigt. Wir wissen 
z. B., dab es mit Organprebsiiften nicht) gelingt, aus Mono- 
aminosiuren Harnstoff zu gewinnen.!) Und doch diirfen wir 
keineswegs annelhmen, dafi also in diesen Organen die ent- 
sprechenden Krialte fehlen. 

Aus solchen Uberlegungen kamen wir zu einer Wieder- 
holung der Jonesschen Versuche, und hofften um so melir 
auf Erfolg, als ja bereits bei der Milz des Schweines der Nacti- 
weis der «Guanase» im Gegensatz zu Jones gelungen war 

Wir begannen unsere Versuche mit der Kaninehenleher. 
Von ihr ist bereits durch Jones und Austrian®) gefunden, 
dab sie Guanin in Xanthin umzuwandeln vermag. Wir konnten 
nun feststellen, dab sie auch die Fiihigkeit besitzt, Adenin in 
Hypoxanthin umzusetzen. Sie produziert aber fernerhin offen- 
bar aus den Oxypurinen Harnsiure und vermag diese wiederum 
in weitem Mabe zu zerstOren, so dafi sie also im Kaninchen- 
organismus genau dieselbe Rolle spielt, wie die Rinderleber im 
Organismus des Rindes, wenigstens was den Nucleinstoffwechsel 
anbelangt. 

Mit den tibrigen Kaninchenorganen hatten wir nur zwei 
positive Resultate zu verzeichnen. Einmal gelang die Umwand- 
lung von Guanin in Xanthin mittels Lungenextraktes — und 
dann vermochten wir in der Kaninchenniere  harnsiiurezer- 
stOrende Fiahigkeiten nachzuweisen. 

Bei den Kaninchenleberversuchen hatten wir, was das 
Adenin anbelangt, zwei negative zu verzeichnen und erst der 
dritte war positiv und zwar so deutlich, dab ein Zweifel nicht 
bestehen kann. Woran der Fehler liegt, ob am Extrakt oder 


Abderhalden und Schittenhelm, Die Wirkung der proieo- 
lytischen Fermente keimender Samen des Weizens und der Lupinen au! 
Polypeptide. Diese Zeitschrift, 1906, Bd. XLIX, S, 26. 

*) Schittenhelm, 

5) Jones und Austrian, |. c. 
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ay der mangelhaften Aktivierung des Fermentes usw., kOnnen 
wir nieht sagen. 

Wir haben auch die anderen Organe, zuniichst einmal 
s-fiweineleber, in Angriff genommen. Auch hier werden wir 
allerhand verschiedene Versuchsanordnungen anwenden, vor 
allem werden wir das Guanin in gebundener Form als Nuelein- 
sire zugeben, um zum Ziele zu gelangen. 

Kine weitere Versuchsreihe beschiftigte sich mit Katzen- 
organen. Wir haben jedoch nur einen positiven Versuch zu 
verzeichnen, niimlich den, dafi die Katzenleber Guanin in Nan- 
thin umzuwandeln vermag. Die iibrigen Versuche mit Darm, 
Lunge usw. waren negativ verlaufen, weshalb wir auf eine 
Wiedergabe verzichten. 

Zum Schiusse teen wir noch mit, dai wir dabei sind, 
auch menschliche Organe auf thre Fihigkeiten Purinbasen und 
Harnsiiure gegentiber prtifen. 

Experimenteller Teil. 
A. Kaninchenorgane. 


Versuch 85 Kaninchenleber, mit Kieselgur fein zer- 
rieben, werden mit ca. 100 cem Wasser und 0.5 g in ganz 
wenig Normalnatronlauge gelOsten Adenin unter Zusatz von 
Chioroform und Toluol angesetzt. Durch das Gemisch wird 
7 lage hindurch Luft durchgeleitet und das verdunstende Wasser, 
das Chloroform und Toluol immer wieder ersetzt. 

Nach Abbruch des Versuchs wurde mit Natronlauge 
schwach alkalisch gemacht, aufgekocht, mit Essigsiiure schwach 
angesiiuert, vom Niederschlag abfiltriert. Der Niederschlag wurde 
nochmals in gleicher Weise behandelt und schlieflich ausge- 
kocht. Aus den vereinigten Filtraten wurden die Basen als 
hupferoxydulverbindungen isoliert, diese gut gewaschen, in Wasser 
suspendiert, mit Schwefeiwasserstoff zerlegt und vom Schwefel- 
kupfer abfiltriert. Das Filtrat wurde leicht salzsauer gemacht, 
auf 8—10 ccm eingeengt und stehen gelassen. 

Das dabei Ausgefailene wurde abfiltriert. Menge des ge- 
trockneten Produktes 47 mg. Es gab sechwache Murexid-, starke 
Xanthin- und Weidelsche Probe. Der grifte Teil liste sich 
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in verdiinntem Ammoniak. Diese Losung wurde wieder einge- 
dampft, der Riickstand in wenig Normalnatronlauge gelést und 
in wenig 50°/oiger Salpetersiure filtriert. Beim Erkalten und 
Stehenlassen fiel Nanthinnitrat als schweres Krystallpulver 
in typischer Krystallform, zu Aggregaten vereinigte kleine Plitt- 
chen, aus. 

Das salzsaure Filtrat vom Xanthin wurde zur Trockene 
eingedampft. Der Riickstand gab weder Murexidprobe noch; 
Xanthinproben. Er wurde in 20 ccm Wasser leicht erwiirmt, 
wobe! alles in LOsung ging, und nach dem Erkalten mit Natrium- 
pikrat versetzt. Dabei gab es nur eine ganz minimale Triibung. 
Ks war also kein Adenin mehr vorhanden. 

Zur Entfernung der Pikrinsiiure wurde die Losung mit 
HNO. versetzt und mit Benzol mehrere Male ausgeschiitte!!. 
Aus der entfiirbten und neutral gemachten Losung wurden dic 
Basen als Kupferoxyldulverbindungen isoliert. Diese mit. viel 
heibem Wasser gewaschen und mit Schwefelwasserstolf zersetzt. 
Das Filtrat wurde zur Trockene eingedampft. Gewicht ces 
Riickstandes Derselbe wurde nach Vorschrift in heiler 
10° oiger Salpetersiiure gelOst. Beim Erkalten fiel das Hypo- 
xanthinnitrat in seiner’ typischen Krystallform, als grobe 
Tonnen- und Wetzsteinformen, aus. Dasselbe wurde lufttrecken 
analysiert, 

0,129 g Substanz gaben 0,131 g CO, und 0,0424 ¢ H,O 


Berechnet fiir C,;H,N,O - HNO, Gefunden : 
27,76°%/o C 27,76°% C 
3.22% H 3,64°0 H 


Es waren demnach bei diesem Versuch an Stelle der 
zugegebenen 0.8 g¢ Adenin gefunden worden 0,185 ¢ Hy- 
poxanthin und 0,047 ¢ Xanthin, welchen vielleicht ganz 
geringe Mengen Harnsiiure beigemengt waren. 

Versuch Il. 1 Kaninchenlunge, gut zerrieben, mit 50 ccm 
Wasser und 0,05 g Guanin in ganz wenig Normalnatronlauge 
gelost, bleiben unter Zusatz von Chloroform und Toluol mehrere 
Tage im Brutschrank. 

Wie iiblich verarbeitet. 

Erhalten wurde Xanthin, das durch seine Loéslichkeit in 
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Ammoniak und durch den positiven Ausfall der Nanthinproben 
identifiziert wurde. 

Versuch JI. 2 Kaninchennieren fein zerrieben mit 20 ecm 
Wasser und 0,05 g Harnsiure in wenig Normalnatronlauge 
selist werden mehrere Tage im Brutschrank unter Zusatz von 
Chloroform gelassen. 

Wie gewohnlich verarbeitet. 

Es wurden nur geringe Spuren Harnsiiure wiedergefunden. 

Versuch IV. 100 ccm Leberextrakt (1 Teil Leber, 2 Teile 
Wasser wie friiher beschrieben) werden mit 0,2 g Harnsiiure, 
die in wenig Normalnatronlauge gelOst wurden, unter Zusatz 
yon Toluol und Chloroform mehrere Tage im Brutschrank ge- 
lassen. Dann wie gewohnlich verarbeitet. 

Wiedergefunden nur minimale Spuren von [arnsiiure. 

Versuch V. 1 Kaninchenleber, fein zerkleinert und zer- 
rieben, wird mit 100 ccem Wasser und 0,3 g in wenig Normal- 
nulronlauge gelOster Harnsiiure unter Zusatz von Chloroform und 
Toluol bei 88° angesetzt: dabei wird drei Tage lang Luft durch- 
veleitet, dann der Versuch abgebrochen und wie gewohnlich 
verarbeitet. 

Es konnte keine Harnsiure wiedergefunden werden. 


B. Katze. 


Versuch VI. 1 Katzenleber (60 g),.fein zerrieben und 
mit 100 cem Wasser versetzt, wird mit 0,4 ¢ in wenig Nor- 
‘malnatronlauge gelésten Guanins unter Zusatz von Chloroform 
und Toluol 6 Tage lang unter Luftdurchleitung bei 58° gehalten. 

Verarbeiteit wie Versuch I. 

Gefunden Spuren von Harnséure. Typische Krystall- 
form, positive Murexidprobe. 

Sodann konnte etwas tiber 0,1 g Xanthin isoliert werden. 


0.0736 g Substanz gaben 23,2 ccm N; T. = 15°; B. = 758 mm. 
Berechnet fiir C,H,N,O,: Gefunden: 
36,840 N 36,81 N. 


Der Rest konnte nicht mit Sicherheit identifiziert werden. 
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Vergleichende Untersuchungen iiber den Wert der Almeénschen 
Wismutprobe und der Worm Miillerschen Kupferprobe 
bei der Untersuchung des Harnes auf Zucker. 

Von 


Olof Hammarsten. 


Der Redaktion zugegangen am 29. Oktober 1906.) 


In meinem Lehrbuche der physiologischen Chemie, auch in 
der fiinften Auflage (1904), habe ich tiber die Worm Miillersche 
Probe folgendes gediubert. «Die Trommersche Probe kann zwar 
durch eine von Worm Miiller angegebene Modifikation auch 
bei Gegenwart von sehr kleinen Zuckermengen brauchbar und 
mehr zuverlissig werden. Da aber diese Modifikation ziemlic 
umstiindlich ist und auBerdem viel Ubung und Genauigkeit er- 
fordert, so diirfte sie wohl selten von dem vielbeschiiftigten Arzte 
verwendet werden. Sie ist auch durch die folgenden Probeu 
(unter denen in erster Linie die Almeénsche Wismutprobe !) be- 
sprochen wird) tberfliissig geworden. » 

— Gegen den letzten Teil dieses meines Urteils ist E. Pfliiger 
in einer im Jahre 1904 verdffentlichten Arbeit?) ins ge- 
zogen. Er erkliirt, daB kein Urteil mehr unberechtigt als dieses 
sein kann, und er kommt auf Grund seiner Untersuchungen zu 
dem Schlub, dab nicht nur die Worm Miillersehe Probe dic 
Wismutprobe an Zuverliissigkeit weit tibertrifft, sondern dab dic 


‘) Da diese Probe von meinem Lehrer Almén herriihrt, und da 
das Verdienst Nylanders nur darin besteht, dafi\ er auf meine Ver- 
anlassung und unter meiner Leitung die Probe etwas ausgearbeitet /iat, 
finde ich es am richtigsten, diese Probe als die Alménsche und nicht, 
wie allgemein gebriiuchlich ist, als die Nylandersche zu bezeichnen. , 

Uber den Einflu(f chirurgischer Eingriffe auf den Stoffwechsel der 
Kohlehydrate und die Zuckerkrankheit von Professor E. Pfliiger, [ro- 
fessor B. Schéndorff und Oberarzt F. Wenzel, Pfliigers Archiv ‘ur 
d. ges. Physiologie, Bd. CY. 
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ietziere tiberhaupt nicht zu empfehlen ist. In seinem groBen 
Werke «Das Glykogen und seine Beziehungen zur Zucker- 
krankheit» 4) ist Pfliiger noch weiter gegangen und hat ein noch 
mehr abfilliges Urteil ausgesprochen. Unter Hinweisung auf die 
yon in zusammen mit Schondorff und Wenzel ausgefiihrte 
Arbeit sagt er namlich (S. 460), dab es (von ihm und seinen 
Mitarbeitern) mit Schiirfe festgestellt wurde, «dali die gepriesene 
Probe von Hammarsten-Nylander vollkommen unbrauch- 
bar iste. 

Trotz dieser abfiilligen Aussprache Pfliigers habe ieh in 
der neulich erschienenen sechsten Auflage meines Lehrbuches 
der Alménschen Wismutprobe den Vorzug vor der Worm 
Miillersehen gegeben. Zu dieser letzteren habe ich auf Grund 
meiner in den letzten Jahren ausgefiihrten Untersuchungen sogar 
eine noch mehr ablehnende Stellung als friiher eingenommen, 
indem ich gesagt habe, dafb diese Probe dem Arzte nicht emp- 
fohlen werden kann. Unter solehen Umstiinden fiihle ich es als 
eine Pflicht, nicht nur gegen die Leser des Buches, sondern auch 
gegen Herrn Professor Pfliiger selbst die Griinde anzufiihren, 
auf welchen ich meine abweichende Ansicht stiitze. 

Der Grund, warum Pflitger die Wismutprobe als «voll- 
stiindig unbrauchbar» bezeichnet, ist nicht eine zu geringe, son- 
dern umgekehrt eine zu grobe Empfindlichkeit derselben. Nach 
Piliiger erhalt man niimlich mit dieser Probe einen positiven 
Ausschlag in zahlreichen Harnen, die zuckerfrei sind und welche 
der Worm Miillerschen Probe gegeniiber negativ sich verhalten, 
Nach den Ergebnissen von Pfliiger und seinen Mitarbeitern 
geben niimlich mehr als die Hiilfte normaler, also zuckerfreier 
Harne die Nylandersche Reaktion. Zu einem solchen Resultate 
ist meines Wissens kein Forscher vor Pfliiger gelangt, was 
gewifh etwas auffallend ist. Noch mehr auffillig sind aber die 
von Pfliiger mit der Worm Miillerschen Probe erhaltenen 
hesultate. Worm Miiller?) selbst erhielt mit seinem Reagens 
in 60 normalen Harnen Reduktion in 15 Fallen, also in 25°/o, 
und ind 1 von diesen verschwand durch Giirung die reduzierende 


‘) Zweite Auflage, Bonn 1905, Verlag ven Martin Hager. 
*) Pfliigers Archiv, Bd. XXVIL. 
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Substanz. Nylander?!) hat 100 verschiedene normale Harne 
untersucht. In 14 von ihnen erhielt er mit der Wismutprobe 
positiven Ausschlag und in 12 fiel auch die Worm Miillersche 
Probe positiv aus. Luther,?) welcher 84 normale Harne unter- 
suchte, erhielt mit der Worm Miillerschen Probe 19 mal posi- 
tive Resultate; Kistermann’) fand, diejenigen normalen 
Harne, welche das Nylandersche Reagens reduzieren, zumeist 
auch die Trommersche und die Worm Miillersche Probe gaben, 
und selbst habe ich in vielen Fiillen. in normalen Harnen mit 
dieser letztgenannten Probe eine unzweifelhafte Reaktion erhalten, 
Diesen Erfahrungen gegeniiber stehen nun die Beobachtungen 
von Pfliiger. In einer Tabelle in dem obengenannten Aufsatze *) 
hat Pfliiger #1 Faille von Harnuntersuchungen zusammengestellt. 
In keinem von diesen Fallen hat er mit Worm Miillers Reak- 
tion ein positives Resultat erhalten, und an einer anderen Stelle 
(S. 134) heibt es, wir (Pftliiger, Schoéndorff und Wenzel) 
ein positives Ergebnis der Worm Miillerschen Probe unter 
Hunderten normaler Harne nur einmal beobachteten und dal 
in diesem Falle die Gegenwart von Zucker ausgeschlossen war». 

Es wird bekanntlich allgemein angenommen, daB Zucker 
als physiologischer Bestandteil in wechselnden Mengen in nor- 
malen Harnen vorkommen kann, eine Annahme, die jedenfalls 
mit meiner Erfahrung gut stimmt. Wenn aber diese Annahme 
richtig ist, wie soll man dann erkliiren, dab die Hunderte von 
Pfliiger untersuchten Harne alle zuckerfrei oder dermaben zucker- 
arm gewesen sind, dah die Worm Miillersche Probe negatiy 
ausfiel. Ist dies nur ein gliicklicher Zufall gewesen oder hat die 
Worm Miillersche Probe, wie sie «gewOhnlich» von Pfliger 
ausgeftihrt wird, vielleicht eine zu geringe Empfindlichkeit, um 
den Nachweis des Zuckers, wenn dessen Menge unter einer ge- 
wissen Grenze liegt, zu gestatten? Diese letztere Méglichkeit 
ist nicht auber acht zu lassen, denn erstens wird die Worm 


') Diese Zeitschrift, Bd. VIL. 

*) Ernst Luther, Uber das Vorkommen von Kohlehydraten im 
normalen Harn, Inauguraldissertat. Freiburg (Berlin 1890). 

5) Carl Kistermann, Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. L. 

*) Pfliigers Archiv, Bd. CY. 
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Miillersche Probe «gewéhnlich» von Pfltiger in nicht vor- 
echriftsmibiger Weise ausgefiihrt und zweitens stellt Pfliiger 
andere Anforderungen auf das Aussehen der Reaktion, als Worm 
Miller und andere Forscher. 

Die obengenannte Moglichkeit ist nicht von Pfliiger tiber- 
celen worden und er deutet im Gegenteil auf dieselbe hin. Die 
Ursache, warum in seinen Untersuchungen die fragliche Probe 
ni einmal unter Hunderten ein positives Ergebnis gab, wiihrend 
Worm Miiller selbst in 25°/o der untersuchten Fiélle ein posi- 
tives Resultat erhielt, liegt nimlich nach Pfliiger vielleicht 
durin, daB, wie er woOrtlich sagt, «wir gewOhnlich 3 cem Kupfer- 
culfatlisung auf 2,0 ccm der alkalischen SeignettesalzlOsung und 
deem Harn anwandten. Dann mu wohl der physiologische 
Zuckergehalt des Harnes etwas hodher sein, um die Worm 
\Miillersche Probe zu geben». 

Ob diese Vermutung richtig ist und wo in dem Falle die 
Emplindlichkeitsgrenze der Worm Millerschen Probe bei der 
-vewohnlicben» Pfliigerschen Verfahrungsweise liegt, dariiber 
hat Pfliiger keine Untersuchungen ausgeftihrt oder wenigstens 
keine solehe in dem obigen Aufsatze mitgeteilt. Aus dem Grunde 
habe ich in mehreren Fiillen vergleichende Priifungen normaler, 
mit bekannten Zuckermengen versetzten Harne nach dem = ur- 
spriinglichen und dem von Pfliiger abgeiinderten Verfahren 
ausgeliihrt. Bevor ich zu denselben iibergehe, diirfte es jedoch 
notwendig sein, auf die Unterschiede in dem Verfahren von 
Piliiger und von Worm Miller die Aufmerksamkeit zu lenken. 

Das Reagens ist immer dasselbe, also teils eine 2,5" oige 
Kupfersulfathbsung und teils eine alkalische Seignettesalzlosung, 
welche 4°%o NaOH und 10°/o Seignettesalz enthiilt. Das Ver- 
faliren besteht in beiden Fiillen darin, dafi in einem Reagenz- 
glase 5 com Harn und gleichzeitig in einem anderen ein Gemenge 
vou Kupfersulfat- und Seignettesalzldsung zum Kochen erhitzt 
werden. Das Kochen beider Proben wird gleichzeitig unterbrochen 
und genau 20—25 Sekunden nachher giebt man die Kupfer- 
silfal-Seignettesalzlésung in den Harn. Bei Gegenwart von Zucker 
‘indet mehr oder weniger rasch eine Entfairbung mit Ausschei- 
dung von Kupferoxydul statt. 
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Nach beiden Verfahren arbeitet man also immer mit 5 ccm 
Harn und 2,5 ecm alkalischer Seignettesalzl6sung, und der Unter- 
schied besteht nur darin, dab Worm Miller eine Reihe von Pro- 
ben mit verschiedenen Mengen Kupfersulfatl6sung kocht, wahrend 
Pfliiger dagegen «gewohnlich» nur 3 ccm Kupfersulfatlosuns 
zu der Priifung verwendet. Durch die succesive Priifung mit 
steigenden Kupfersalzmengen wird die urspriingliche Worm 
Miillersche Probe umstindlich und zeitraubend. Das Pfltigersche 
Verfahren ist vie! einfacher und aus dem Grunde ist es auch 
nach ihm wohl praktisch zweckmiibiger, wenn es sich darum 
handelt, das Vorhandensein der Glykosurie beweisen. 

In beiden Fallen ist ferner die Reaktion nur dann als posi- 
tiv und beweisend anzusehen, wenn nicht nur Entfairbung der 
Fliissigkeit, sondern auch eine wirkliche Ausfallung von Oxydul 
zum Vorschein kommt. Unter Ausfiillung versteht man dabei 
nicht das Entstehen eines wahren Sedimentes, sondern eine auher- 
ordentlich feine Suspension des Oxyduls in der Flissigkeit, welche 
dadurch besonders vor einem dunklen Hintergrund wie von einem 
Nebel erfiillt erscheint. 

Hier besteht aber, wie ich schon in dem Vorigen ange- 
deutet habe, ein héchst wesentlicher Unterschied zwischen der 
Autfassung Pfliigers auf der einen Seite und der von Worm 
Miller und auch anderen Forsechern auf der anderen. Nach 
Pfliiger besteht niimlich das Wesentliche der Probe «nicht 
darin, dab Reduktion eintritt oder nicht, sondern darin, dab niciit 
die braunrote, sondern ziegelrote Farbe des Kupter- 
oxyduls sich geltend macht, welches sich ausgeschie- 
den hat».') Worm Miller stellte dagegen nicht diese Antfor- 
derung an seine Probe, er fand auch eine «sehmutzig gelbgriine 
Triibung» beweisend. Huppert-Neubauer?) beurteilen auch 
die Probe anders als Pfliiger und sie sagen (5S. 117): «Das 
Oxydul bleibt (in Verbindung mit Xanthinbasen und Harnsiiure) 
als schmutzig gelbgriine Triibung fein suspendiert durch die 
ganze Fliissigkeit verteilt und ist am besten wahrzunehmen, 


‘') Die Heraushebung dieser Zeilen riihrt vom Verf. her. 
*) Anleitung zur qualit. u. quant. Analyse des Harns, 10. Aull., 
1808, Analytischer Teil. 
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wenn man das gut beleuchtete Glas gegen einen dunklen Hinter- 
vrund betrachtet. » 

Nach Pfliiger ist also nur die ziegelrote Farbe des Oxy- 
duls beweisend fur die Anwesenheit von Zucker. Nach Worm 
Miller und Huppert-Neubauer ist schon eine schmutzig 
selbgriine Triibung beweisend. Wer hat nun in dieser Frage 
recht und welches ist das typische Aussehen der Worm Miil- 
lerschen Probe? Hierauf kann ich ganz kurz folgendes ant- 
worten. Es gibt tiberhaupt kein charakteristisches Aussehen 
dieser Probe. Ob man das von Pfliiger oder das von Worm 
Miller und Huppert-Neubauer beschriebene Aussehen er- 
Wilt, das hiingt von dem Gehalte des Harnes an Zucker und 
an anderen Bestandteilen ab. Bei einem gevebenen Zuckerge- 
halte kann man niimlich in dem einen Harne die ziegelrote 
Oxydulfarbe und in dem anderen eine schmutzig griingelbe 
Oxydultriibung erhalten. Die Relation zwischen Zucker und 
anderen Harnbestandteilen ist hier von der allergrobten Be- 
deutung. 

Aus dem obigen ergibt sich also, daf Pfliiger nicht nur 
die fragliche Zuckerprobe «gewohnlich» in anderer Weise als 
Worm Miller ausfiihrt, sondern auch andere Forderungen 
an das Aussehen derselben hat. Ist nun diese Pfliigersche 
Modifikation ebenso empfindlich wie das urspriingliche Worm- 
Miillersehe Verfahren? Diese Frage ist, wie leicht ersiehtlich, 
von der allergréBbten Wichtigkeit. Fiir den Arzt ist es niimlich 
gewih sehr wichtig, daB er nicht auf Grund einer unzuver- 
liissigen Probe die Anwesenheit von Zucker in solehen Fiillen 
annimmt, wo kein Zucker vorhanden ist: mindestens ebenso 
wichtig ist es aber, daB er nicht auf Grund einer zu geringen 
Emptindlichkeit der Probe wirklich vorhandene kleine Zucker- 
mengen iibersieht. Wie verhilt sich nun in dieser Hinsicht die 
in Rede stehende Probe? Liiuft man bet Anwendung der Pflii- 
gerschen Modifikation keine Gefahr, kleine Zuckermengen im 
Harne zu iibersehen ? 

Ks ist von Interesse, zu horen, was der Urheber dieser 
eaktion, Worm Miiller, selbst beziiglich ihrer Ausfiihrung 
sat. Er hebt wiederholt die Notwendigkeit hervor, mit wechseln- 


r- 

it 
n 
e 

h 

il 

‘| 

1 


42 | Olof Hammarsten, 
den Mengen Kupfersulfatlosung zu arbeiten, und Seite 114 sagt 
er folgendes: «Die Kupfersulfatmenge successiv_ ver- 
mehrt werden,!') da die Reaktion dort, wo der Zuckergehatt 
gering ist, oft nur bei einer ganz bestimmten Menge eintritt. 
So kann es sich ereignen, dal die Reaktion bei 1,5 ccm, aber 
nicht bei 1, oder bei 2 cem, aber nicht bei 2,5 ccm usw. ein- 
tritts. Weiter unten (5S. 118) berichtet er von einem Fall, wo 
der Harn 1,2°/o Zucker enthielt. 5 cem Harn mit 2, resp. 2,5, 
3 cem Kupfersulfathbsung und 2,5 cem alkalischer Seignette- 
salzlOsung versetzt, gaben augenblicklich eine klar gelbgefiirbte 
Losung, welche spiiter braun wurde. Mit 3,5 cem Kupfersulfat- 
losung trat nach Verlauf von 5 Minuten eine einigermaben deut- 
liche Reaktion ein, bei auffallendem Lichte fein suspendierter, 
gelber Niederschlag:?) 4 ccm gaben dagegen gleich eine schéne 
Reaktion. Worm Miller hat ferner normalen, konzentrierten 
Sommerharnen (5 ccm), worin Zucker aufgelOst war, 2,5—3 
(3,5) cem Kupfersalzlosung zugesetzt und nach der Einwirkung 
nicht selten!) nur eine Entfarbung, aber keine deutliche Aus- 
fillung erhalten. In diesem Zusammenhange fiigt er dann spiiter 
hinzu, dafi es niemals notwendig gewesen war, mehr als 4,5 ecm 
2,5°oige Kupfersulfatl6sung auf 5 cem Harn zuzusetzen. 
Nach Worm Miiller kann man also bei Zusatz von 3 ccm 
Kupfersulfatlbsung sogar einen Zuckergehalt von 1,2%/o, der erst 
nach successivem Zusatz von 3,5 oder 4 ccm nachweisbar ist, 
iibersehen. In mit Zucker versetzten konzentrierten Sommer- 
harnen kommt man sogar durch successiven Zusatz von 2,9), 3, 
3,9 nicht immer zum Ziele und erst bei Zusatz von Kupfersalz- 
ldsung bis zu 4,5 ccem lauft man keine Gefahr, kleine Zucker- 
mengen zu iibersehen. Pfliiger hat also «gewOhnlich» ein Ver- 
fahren benutzt, mit welchem man nach Worm Miiller leicht 
den Nachweis des Zuckers verfehlt, und dies ist einer der 
Griinde, warum ich seinen Untersuchungen, trotz ihrer groben 
Anzahl, keine besondere Beweiskraft zuerkennen kann. 
Pfliiger hat indessen nur gewOhnilich, aber nicht immer, 


') Die Heraushebung riihrt vom Verf. her. 
*) Bei durchfallendem Lichte war die Fliissigkeit sherrybraun, 


durehscheinend. 
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die Harne in der oben genannten Weise untersucht und er hat 
nicht die Schwierigkeiten des Zuckernachweises bei Gegenwart 
yon nur kleinen Zuckermengen tibersehen. Er lenkt im Gegen- 
teil (S. 185) die Aufmerksamkeit darauf, dal bei Gegenwart 
yon kleinen Zuckermengen, 0,3—O0,1°/o, ein Zusatz von 3 eem 
Kupfersulfat bisweilen eine zu grobe Menge ist. und er empfiehlt 
fiir solehe Fille die Priifung mit suecessivem Zusatz von 2, 
1.5 oder 1 ccm. Auffallenderweise hat er dagegen nicht beob- 
achtet oder wenigstens nicht die Aufmerksamkeit darauf gelenkt, 
3 cem Kupfersalzl6sung auch bei einem niedrigen Zucker- 
gehalte des Harnes eine zu kleine Menge sein kann und dab 
man also die Reaktion erst nach Zusatz von 3,5, 4 oder 4,5 ecem 
erhiilt. Solche Beobachtungen hatte, wie oben erwiihnt, schon 
Worm Miller gemacht, und nach meiner Erfahrung komint 
dies nicht gerade selten in hochgestellten, normalen, mit kleinen 
Mengen Zucker versetzten Harnen vor. 

In solchen Harnen erhiilt man nicht selten bei Zusatz 
von 3 cem Kupfersulfat nur eine braunrote Entfairbung ohne 
Abscheidung von Kupteroxydul. Dies ist nun aber dasselbe Aus- 
sehen, welches Pfliiger in vielen Harnen beobachtet hat, welche 
die Trommersche Reaktion und die Wismutprobe stark positiv 
zeigten, von ihm aber als zuckerfrei bezeichnet wurden. Nun 
hat Pfliiger allerdings die Worm Miillersche Probe durch 
den Halbschattenapparat kontrolliert; auf diese Kontrolle und 
iiren geringen Wert kann ich jedoch nicht hier, sondern erst 
weiter unten des niaheren eingehen. 

Der Kernpunkt der ganzen Frage liegt tibrigens nach meiner 
Ansicht gerade in dem Verhalten der zuckerarmen Harne zu 
den verschiedenen Zuckerproben, wobei ich jedoch einen Ge- 
halt an O,83—O,2°/o Zucker nicht als besonders klein bezeichne. 
Solche Mengen liegen nach meiner Ansicht regelmibig oberhalb 
der physiologischen Grenze, wenn tiberhaupt von einer solehen 
die Rede sein kann, und sie sind wenigstens mit der Wismut- 
probe so leicht nachweisbar, daB man sie schwerlich iibersehen 
kann. Fiir den Arzt beginnen die Schwierigkeiten der Harn- 
untersuchung eigentlich auch erst dann, wenn der Gehalt an 
Zucker um etwa 0,190 oder etwas darunter sich bewegt. Eine 
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solche Zuckermenge kann er allerdings in vielen Fiillen leicht 
nachweisen, wenn niimlich der Harn nicht besonders reich an 
normalen Bestandteien ist. Wenn es aber um hochgestellte 
Harne sich handell, kann der Nachweis von O,1—0,2°/0 Zucker 
oder sogar noch mehr mittels der Worm Millerschen Prohe 
bisweilen leicht miBlingen. Dies ist auch a priori leicht ver- 
stiindlich, wenn man das Prinzip dieser Probe sich vergeven- 

Diese Probe ist eine Reduktionsprobe und das Reayens 
wird nicht nur von Zucker, sondern auch von zahlreichen anderen 
Substanzen reduziert. Solche reduzicrende Stoffe kommen. in 
Jedem normalen Harne vor, und es gibt keimen normalen Harn, 
wenn er nicht besonders arm an festen Stoffen ist, welcher 
ber der Worm Miillerschen Probe nicht entfiirbt wird. Der 
normale Harn enthirbt vielleicht nur cem Kupfersalzlosung 
oder weniger, ein anderer kann dagegen 2—5— 4 cem entfarben, 
Dies ist auch der Grund, warum man bet den Kupferproben 
‘nie mit einer Entlirbung sich begniigen kann, sondern immer 
nur cine Ausscheidung von Oxydul (oder Oxydulhydrat) als be- 
weisend ansieht. 

Warum scheidet nun aber nicht in jedem normalen Harne 
das durch Reduktion entstandene Oxydul sich aus? Bekanntlich 
weil jeder Harn auch kupferoxydullésende Stolfe (Nreatinin u. a.) 
enthiilt, welehe die Ausfillung der kleinen Oxydulmengen ver- 
hindern, Diese Fiéhigkeit ist aber eine begrenzte, und darum 
kann man bekanntlich bisweilenin einem normaien Harne, welcher 
mit einer kleineren Kupfersulfatmenge keine Oxydulfallung gibt, 
durch Zusatz von einer grOBeren Kupfersalzmenge eine Aus- 
scheidung von Oxydul erhalten. Ob eine Ausfiillung von Oxydul 
zustande kommt oder nicht, beruht also auf der Relation 
zwischen gebildetem Oxydul und oxydullésenden Stoffen. — Ist 
die Menge der reduzierenden Stoffe vermehrt im Verhiiltnis zu 
den oxydullésenden, so kann eine Ausscheidung von Oxydul 
stattlinden, gleichgiiltig welcher Art die reduzierenden Stolle 
sind, und es ist also selbstverstindlich, warum man eine Aus- 
scheidung von Oxydul nicht ohne weiteres als einen Bewels 
fiir die Gegenwart von Zucker ansehen kann. Ist die Menge 


= 
4 


“rtersuchungen Giber den Wert der Alménschen Wismutprobe usw 


oxydullésenden Stoffe vermehrt. so konnen sie umgekehrt 
ie Ausscheidung von Oxvdul verhindern., selbst wenn das letztere 
m Teil infolge der Anwesenheit von Zucker gebildet worden 
und dies ist bekanntlich der Grund. warum man bei Anwen- 
‘ong der Trommerschen Probe mehrere Promille Zucker tiber- 
kann. 
Die Brauchbarkeit der Worm Miillerschen Probe ba-iert 
sy auf den folgenden zwei Voraussetzungen. 1. In normalen 
Harnen sollen die beiden Fehlerquellen. die Reduktionsfahigkeit 
rmaler Harnbestandteile und die oxyvdullosende Fuhigkeit des 
farnes. einander derart kompensieren, dafi keine Ausscheidung von 
ixvdul geschieht. 2. bei Gegenwart von kleinen Zuckermengen 
die Menge der oxydullésenden Stoffe nie dermaben vermehrt 
sein, daf} sie eine Ansscheidung von Oxvdul verhindern konnen. 
jst nun kaum wahrscheiniich. diese Voraussetzungen lmmer 
zitreffen werden. und darum ist auch die Zuver a-sigkeit der 


t ohne weiteres 


‘orm Miillerschen Probe schon a prior) nich 
ozunehmen. 

Es ist also wichtig. den Wert dieser und anderer Zucker- 

oben weiter zu priifen. und dies namentlich fair solche Fale, 
welche dem Arzte wirklich Schwierigkeiten bereiten, In 
erster Linie fiir solche Fille. wo nur kleine Zuckermengen 
‘1 konzentrierten Harnen zugegen sind. 

Zu dem Ende habe ich hochgestellte Harne von verhaitnis- 
maBig hohem spezifischen Gewicht mit genau bekannten Menzen 
von reinem (von mir dargesteliten) Traubenzucker verseizt und 
-owohl mit der Wismutprobe wie mit der Worm Millerschen 
Probe untersucht. Ich bin dabei natiirlich den Vorschniten von 
Worm Miller genau gefolgt.') Zu der Wismutprobe habe 
ich die Nylandersche, aus reinen Reagenzien genau bereitete 
Losung verwendet und in jedem Falle 1 ccm Reagenzlosung 
zu 10 ccm Harn gesetzt. Ich werde unten zu der Austihrung 
ieser Probe zuriickkommen und bemerke her nur, dab ich 
nie im Wasserbade erhitze, sondern immer nach der ursprung- 
Vorschrift einige Minuten tiber freier Flamme koche. So- 


1) Die Beobachtungszeit wurde immer tiber mehrere, selten jedoch 
iber mehr als 12 Stunden ausgedehnt. 
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bald die Probe in starkes Sieden gekommen ist, setze ich, wenn 
ein Gehalt an Zucker von nicht unter 0,1°/o anzunehmen. ist, 
immer das Kochen 2 Minuten fort und lasse dann die Probe 
ruhig stehen. Wenn 5 Minuten, nach beendetem Kochen keine 
schwarze oder fast ganz schwarze Fiillung sich abgesetzt hat, 
betrachte ich das Resultat als negativ. 

Ich willnun das Resultat einiger solchen Harnuntersuchungen 
hier mitteilen. Dabei bemerke ich, dab man selbstverstindlich 
oft solchen Fillen begegnet, wo man nicht nur mit der Wis- 
mutprobe eine typische Reaktion, sondern auch mit der Worm 
Miillerschen Probe das von Pfliiger geforderte ziegelrote Aus- 
selien erhiilt. Solche Fiille, welche dem Untersucher keine 
Schwierigkeiten bereiten, haben fiir diese Frage kein besonderes 
Interesse, und ich teile deshalb hier nur solche Fiille mit, welche 
das wechselnde Aussehen der Worm Miillerschen Reaktion 
zeigen oder fiir die Beurteilung des Wertes der beiden Reaktionen 


belehrend sind. 


Harne mit 0,1—0,15° Zucker. 

Versuch Lt. Die Farbe des Harnes hochgelb. Reaktion 
sauer; spezifisches Gewicht bei -- 15° = 1,027. 

Die Wismutprobe und die Worm Miillersche Probe 
fielen dem normalen Harne vollkommen negativ aus. Die 
Wismutprobe gab eine weibgelbe Phosphatfallung. 

Der Harn nach Zusatz von 0,1°%o Zucker. 


Die Wismutprobe: Braunschwarze Farbe, Phosphatfalluny 
rein schwarz. 

Die Worm Miillersche Probe: 

a) 1 com Kupfersulfatldsung: Entfarbung zu etwa_ ge- 
wohnlicher Harnfarbe. Keine Opalescenz oder Oxydultrtibung. 

bh) 2 com: Entfirbung zu gelb mit einem Stich in gelb- 
braun. In durchfallendem Lichte vollkommen klar. In reflek- 
tiertem Lichte!) hellbraungriin mit unzweideutiger Opalescenz 
oder einem mibfarbigen Schimmern. 

ec) 3 com: Entfiirbung zu gelbbraun. In durchfallendem 


') Gegen einen schwarzen Hintergrund gesehen. 
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Lichte klar; in reflektiertem unzweifelhafter, von einer schmutzig — 
praungriinen Triibung herrthrender Nebel. 

d) 4 cem: Entfarbung zu olivenbraun mit starkem Stich 
ins Griinliche. Die Oxydultriibung etwas stirker in griin spielend 
als In 

Trotz dem successiven Zusatze von 1—4 ecm Kupfersulfat- 
sung war in keiner Probe eine ziegelrote Oxydulausscheidung 
zi sehen, und die Worm Millersche Probe war bei 3 ccm 
nach den Forderungen Ptliigers negativ. 

Versuch 2. Harnfarbe etwa dieselbe wie in dem vorigen 
Versuche. Reaktion sauer:; spezifisches Gewicht bei +- 15° 1,024. 

Die Wismutprobe und die Worm Miillersche Probe ne- 
gativ. Phosphatfallung weib. 


Der Harn nach Zusatz von 0.190 Zucker. 


Die Wismutprobe: Im Sieden braun bis braunschwarz. 
Phosphatfallung schwarz. 
Die Worm Miillersche Probe: 


a) 1 ecm Kupfersulfatlosung Entfairbung zuHarngelb, bezw.zu 
blasserSherryfarbe. Kein Oxydul- 
b) 2 j 


reflex, 

c) 3 » : Entfairbung zu etwas dunklerer Sherryfarbe, 
durchscheinend klar. Im _ reflektierten Lichte cine unzweifel- 
hatte miBfarbige, olivenbraun-griinliche Oxydultriibung. 

d) 3,5 cem: Entfirbung zu braun, mit einem Stich ins 
Griinliche. Im durchfailenden Lichte klar, im auffallenden ziem- 
lic starke, schmutzgriine Oxydultriibung. 

e) 4 ccm: Entfairbung zu einer gallengriinen Fliissigkeit 
mit grinblauem Reflex der mibfarbigen Triibung. 

Die Worm Miillersche Probe fiel also auch hier negativ 
im Sinne Pflugers) aus, 

Versuch 3. Gewohniiche gelbe Harnfarbe, HKeaktion 
schwach sauer; spezifisches Gewicht 1,0245 bei + 15° C. 

Wismutprobe negativ ; weibe Phosphatfaillung. Die Worm 
Miillersche Probe vollstiéndig negativ. 


Der Harn nach Zusatz von O,1°% 0 Zucker. 
Die Wismutprobe positiv; Phosphatfillung schwarz. 
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Die Worm Miillersche Probe. 

a) 2 com: Entfiirbung zu blab-sherrygelb. In; auffallender 
Lichte sehr schwach angedeutete Opalescenz, wahrscheinlich 
von Oxydul herriithrend, 

b) 2.5 cem: Entfiirbung zu einer schon orangefarbigey 
Losung, etwa wie eine Bilirubinlosung. Unzweifelhafte, schmutzig 
gelbgriine Triibung von Oxydul. 

3 com: Entfirbung zu einer olivenbraunen Fliissigkeit 
mit schmutzig griingefiirbter Oxydultriibung. 

d) # com: Olivengriine, tiberwiegend griine  Fliissigkeit 
mit mibfarbiger, braungriiner Oxydulausscheidung. 

In diesem Falle hatte die Probe bo mit) 2.5 cem woh! 
eiigermatien das von Pfltiiger geforderte Aussehen der Reaktion. 
Die Oxydultrtibung hatte yedoch keme ziegelrote, sondern eine 
schmutzig gelbertine Farbe. 

Von welchem storenden Einflusse die tibrigen normalen 
Harnbestandteile sind, geht aus der folgenden Versuchsreilie 
mil demselben Harne hervor. In dieser Rethe wurde der Harn 
erst mit dem gleichen Volumen Wasser” verdiinnt und 
mit Zucker versetzt. 

Die Wismutprobe positiv: schwarze Phosphatfallung. 

Die Worm Miillersche Probe. 

a) 1.5 com Kupfersulfatlbsung: Entfirbung zu gelbrot oder 
zievelrot. Ziemlich deutliche Oxydultriibung, weiblich-gelb. 

b) 2 Ungetiihr dieselbe Farbe wie in a. Die Oxydul- 
triibung stiirker, jedoch mit einem Stich ins Griinliche. 

e) 2.5 cem: Gelbbraun. Oxydultriibung schmutzig griintich, 

d) 3 eem: Olivenbraungriin mit sehmutzig blaBblaugriiner 
Oxydultrtibung. 

Hier kOnnte man wohl von einer fast typischen Reaktion 
(im Sinne Pfliigers) in den Proben a und b sprechen, und 
dieser Versuch zeigt jedenfalls, wie stark die Worm Miillersche 
Probe von dem Gehalte des Harnes an anderen Harnbestand- 


teilen beeinflubt wird, 
Versuch +. Harntarbe etwa wie Lagerbier. Saure Reaktiou ; 
spezilisches Gewicht 1,031 bei -+- 15° C. 
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Wismutprobe negativ. Phosphatniederschlag blabgraugelb. 
Worm Miillersche Probe negativ. 


Der Harn nach Zusatz von 0,15° 0 Zucker. 


Die Wismutprobe positiv: Phosphatfallung schwarz. 

Die Worm Miillersche Probe. 

a) und b) 2 und 2,5 ccm Kupfersalzl6sung: Entfarbung 
zu gelb und orangegelb; keine Opalescenz oder Oxydultriibung. 

c) 3 cem: Entfarbung zu orangegelb ‘etwa wie eine ver- 
diinnte Bilirubinlésung). Die in dieser orangefarbigen Fliissig- 
keit auftretende Phosphattribung hatte vielleicht fiir eine Oxydul- 
‘riibung genommen werden konnen. Nachdem die Phosphate 
mi Laufe von ein paar Minuten zum Boden sich gesetzt hatten, 
war die Fitissigkeit indessen klar, ohne eine Spur von Opales- 
cenz oder Triibung. 

d) 3,5 ccm: Etwa dasselbe Aussehen wie in ce, jedoch 
mit einem Stich ins Geibbraune. Nach dem Absetzen der Phos- 
phate konnte man hodchstens eine schwache Opalescenz oder 
enen miffarbigen, blaf{ gelbbraunen Reflex beobachten. 

e) 4 com: Entfarbung zu gelbbraun, starker braun als d. 
Der Phosphatniederschlag geringer. Die Fliissigkeit zeigte eine 
uizweifelhafte, schmutzig braungriine Opalescenz oder Triibung. 

f) 4,5 com: Fast kein Phosphatniederschlaz. Entfarbung 
zu dunkelgelbbraun. Ganz deutliche braungriine Oxydultriibung. 

In diesem Versuche mit 0,15°/o Zucker fie! die Worm 
Miillersche Reaktion ganz negativ (im Sinne Pfliigers) aus. 
Der Versuch zeigt ferner, dai eine Menge von 3 ccm Kupfer- 
-ulfatldsung eine zu kleine sein kann, um die Reaktion, selbst 
mit dem von Worm Miller und Neubauer-Huppert  be- 
-chriebenen Aussehen, hervorzurufen. Eine unzweifeihafte Oxydul- 
tribung kam erst nach Zusatz von 4 ccm zum Vorschein. 

Versuch 5. Harntarbe etwa wie Sherry. Stark saure 
Reaktion. Spezifisches Gewicht 1,036.  Spezifische Drehung 
- 0,18°. 

Wismutprobe fast positiv. Phosphatfillung grauschwarz. 
Worm Miillersche Probe negativ. Ein Teil dieses Harnes 
wurde der Girung unterworfen und zeigte nach AbschluB der- 
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selben die spezifische Drehung — 0,23°. Der Harn_ enthielt 
also Wahrscheinlich ein wenig Zucker. 

Kin anderer Teil des ursprtinglichen, nicht vergorenen 
Harnes wurde mit 0,1°/o Zucker versetzt. Spezifische Drehung 
= — 0.00". 

Wismutprobe positiv; infolge des sehr groben Phosphat- 
gehaltes war der Niederschlag nicht kohlschwarz, sondern nur 
fast yanz schwarz. 

Die Worm Miillersche Probe. 

a) 2 com Kupfersalzl6sung: Entfairbung zu gelb mit einem 
Stich ins Braune. Keine Opalescenz oder Triibung. 

bh) 2.5 com: Etwa wie a, kein Oxydulschimmer. 

¢) 3-com: Kin wentg mehr in gelbbraun als die vorigen. 
Keine Oxydultriibung. 

dj) 5.5 com: Etwas mehr in braun, sonst wie ¢, keine 
Opalescenz oder Oxydultriibung. 

e) # com: Dunkelbraungelb. Keine Oxydultriibung. In 
auffailendem Lichte schien es jedoch, als wire eine schwaclie 
eriinlich-braune Opalescenz vorhanden. Dies lieB sich jedoch 
nicht vanz sicher eutscheiden. 

fy) 5cem: Dunkelbraun-olivenbraun,. In auffallendem Lichte 
konnte hier ein schmutzig griiner Nebel, welcher walhrschein- 
hich Oxydul enthielt, beobachtet werden. 

In diesem Versuche fiel also die Worm-Miillersche Probe 
(selbst in dem Sinne Worm Millers und Huppert-Neu- 
bauers) fast vollstéindig, bei Zusatz von 2. bis 3,5 cem jeden- 
falls ganz volistiindig negativ aus. | | 

Des Vergleiches halber fiihre ich noch als Beispiel einen 
Harn von miedrigem spezifischen Gewicht an, welcher nach 
Zusatz vou O10 Zucker eine mehr typische Reaktion gab. 

Versuch 6. Harnfarbe blabgelb, Reaktion schwach sauer, 
spezifisches Gewicht) 1,008. Wismutprobe und die Worm 
Miillersche Probe vollstiéindig negativ. 


') Za den in diesem Aufsatze erwihnten polarimetrischen 

mungen snd immer ein Halbschattenapparat (nach Landolt-Lippien 
mit dreitetligem Gesichtsfeld und ein Rohr von 200 mm Liinge benutz! 


worden. 
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Der Harn nach Zusatz von O,1°% 0 Zucker. 

Wismutprobe positiv, Phosphatfallung schwarz. 

Die Worm Miillersche Probe. 

a) 1 Kupfersalzlésung: Entfiirbung zu einer) schon 
blabgelben Lésung. Deutliche blabgelbe Oxydultriibung. 

b) 2 cem: Schon rotgelbe oder ziegelrote LoOsung mit 
deutlicher Oxydultriibung von gelber Farbe, vielleicht mit einem 
Stich ins Griinliche. 

cem. Die Losung braun mit einer miftarbigen, blab- 
eriintich braunen Oxydultriibung. 

Dieser Harn gab allerdings nicht mit 3 ccm eine tvpische 
Reaktion; dagegen diirfte wohl die Probe b mit 2 cem Kupfer- 
salzlosung den von Pfliiger gestellten Anforderungen einer 
typischen Reaktion entsprechen. 

Die obigen Harne, Nr. 1—5, sind nicht die einzigen, die 
bei Gegenwart von O.1 bis 0,15°/o Zucker keine, nach Pfliiger 
ivpische Worm Miillersche Reaktion gegeben haben. Ich 
konnte noch mehrere andere als bBeispiele anfiihren, was ich 
um nicht zu viel Platz in Anspruch zu uelimen, um 
so eher unterlasse, als es wohl iiberfliissig sein diirfte. 


Harne mit mehr als 0,15° Zucker. 

In Harnen mit 0,2—0,4°0 Zucker oder dariiber erhialt 
man in den meisten Fiillen eine typische Reaktion, also eine 
rotgelbe Losung mit fein suspendiertem, gelbem, gelbrotem oder 
ziegelrotem Oxydul. Ein Zusatz von nur 3 com WKupfersufat- 
Osung kann jedoch bisweilen zu wenig sein, und auch hier tst 
also ein Zusatz von successive steigenden Kupfersalzmengen 
notwendig. Ich habe z. B. Falle beobachtet, wo bei Gegenwart 
von 0.2°%/o Zucker nach Zusatz von bis zu 3 oder 3.5 com zwar 
eine rotgelbe Losung, aber keine Spur von Oxydultriibung oder 
mit 3,5 eem) héchstens eine Opalescenz zu beobachten war. Mit 
com habe ich in solchen Fallen unzweifelhatte Oxydultriibung 
erhalten, die Farbe derselben war jedoch regelmabig etwas 
bréunlich 

Bei Gegenwart von 0,3° o Zucker erhalt man in den meisten 
Fallen die schone Reaktion, wie sie von Pfliiger beschrieben 
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worden ist: aber auch hier kann der successive Zusatz notwendig 
werden. Als Beispiel fihre ich den folgenden Versuch an. 
Versuch 6. Harnfarbe etwa wie Lagerbier. Reaktion 
sauer. Spezifisches Gewicht 1,0315. 
Wismutprobe negativ, Phosphatfallung blabgelblich, W orm 
Miillersche Probe negatiy. 


Harn nach Zusatz von 0,3°/o Zucker. 


Die Wismutprobe positiv, Phosphatfaillung schwarz. 

Die Worm Miillersche Probe: 

a) und b) 1 und 2 cem Kupfersalzlosung: Kntfarbung zu 
schon gelbroten Losungen ohne Spur von Oxydultriibungen. 

38 ecem. Die Lésung schon gelbrot oder orange wie 
eine Bilirubinlosung. In der ersten Minute hatte es den An- 
schein, als wire die Losung von Oxydul getriibt. Nach 2 
Minuten hatten aber die Phosphate zum Boden sich gesetzt 
und es war keine Spur einer Opalescenz oder Triibung zu sehen. 

d) 4 ecem. Etwa dasselbe Aussehen wie in ec. Nach 2 
Minuten hatten auch hier die Phosphate sich abgesetzt und 
man konnte deutlich einen schwachen Nebel von Oxydul sehen. 

e) 5 cem. Ungefahr dieselbe Farbe, nur etwas mehr in 
braun. Nach dem Sinken der Phosphate war die Oxydultriibung 
viel deutlicher als in d. Die Oxydultriibung war gelbrot mit 
nur sehr schwacher Mibfarbung. 

8 ecm waren also hier offenbar eine zu kleine Menge. 
Mit 4 ccm war die Reaktion allerdings sehr schwach, aber 
deutlich, und es ist also méglich, dafi man sie hier schon mit 
3,9 cem hiitte erhalten kénnen. Mit 5 ccm wurde eine typische 
Reaktion erhalten, und das wichtigste Resultat des Versuches 
ist also, dab selbst bei 0,3°/o Zucker ein Zusatz von 3 ccm 
zu wenig sein kann. 

Mit steigenden Zuckermengen ist es natiirlich regelmiibig 
immer weniger schwer, den Zucker nachzuweisen. Da man 
aber bei Anwendung der Wismutprobe einen Gehalt von 0,1 
bis 0,2°/o Zucker kaum verfehlen kann, hatte es fiir mich wenig 
Interesse, das Verhalten der Worm Miillerschen Probe zu 
groberen Zuckermengen zu priifen. Aus dem Grunde habe ich 
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auch nur wenige Versuche mit mehr als 0,2°/o Zucker aus- 
vefiibrt, habe aber trotz der wenig zahlreichen Versuche ge- 
sehen, daB man nach der Pfliigerschen Modifikation der Worm 
Miillerschen Probe auch Zuckermengen von 0,4, ja sogar von 
0.62°/o verfehlen kann. 

So habe ich beispielsweise in einem Harne von dem 
spezifischen Gewichte 1,031, welcher nach Zusatz von 0,4°/o 
Zucker selbstverstiindlich die Wismutprobe sehr stark gab, 
mit der Worm Millerschen Probe nach successivem Zusatz 
yon 1—6 ecm Kupfersulfatlbsung erst nach Zusatz von 4 ccm 
eine unsichere Opalescenz, nach 5 ccm eine sehr schwache 
Qxydultrtibung und erst bei 6 einen stiérkeren Oxydulnebel 
yon eigentiimlich blaibraunlicher, schmutziger Farbe erhalten. 
Ob hier in der Tat eine positive Reaktion vorlag, konnte ebenso 
wenig von mir wie von einem anderen, mit Zuckeruntersuchungen 
sehr vertrauten Chemiker, sicher entschieden werden. Nach 
Verdtinnung von diesem Harne mit Wasser zu einem Zucker- 
gehalte von 0,08°'o wurde dagegen mit 1,5 ccm eine starke, 
weiblichgelbe Triibung von Oxydul oder Oxydulhydrat erhalten. 
2 bis 3 eem waren in diesem Falle schon zu viel. Auch dieser 
Fall illustriert sehr sch6n die storende Wirkung der normalen 
Harnbestandteile bei der Ausfihrung der Worm Miillerschen 
Probe. 

Wie oben angegeben, war es mir auch in einem Falle 
nach Zusatz von 0,62°/o Zucker zu einem normalen, hochge- 
stellten Harne (das spezifische Gewicht ist aus Versehen leider 
nicht annotiert worden) nicht mdglich, durch successiven Zusatz 
von Kupfersulfat eine Worm Miillersche Reaktion nach den 
Anforderungen Pfliigers zu erhalten. Erst nach Zusatz von 
6 cem erhielt ich eine einigermafen gute Reaktion mit rotgelbem 
Oxydulnebel. Mit Wasser stark verdiinnt, gab dieser Harn eine 
schéne Reaktion. Daf man eine so grofe Zuckermenge nach 
dem Pfligerschen Verfahren verfehlen kann, ist nicht auffallend. 
Worm Miller hat, wie oben angegeben, bei Zusatz von 3 ccm 
in einem Falle einen Gehalt von 1,2°/o nicht nachweisen konnen, 
und Pfliiger selbst berichtet von einem Falle, wo bei Gegen- 
wart von 2,63°/o Zucker die Reaktion in dem unverdiinnten 
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Harne negativ ausfiel. Erst nach Verdiinnung mit Wasser auf 
das Dreifache gelang die Reaktion. Mit Recht hebt Pfliiger 
diese Beobachtung als hoehwichtig hervor und er sagt auch 
ausdriicklich, dab man bei negativem Ausfall der Worm 
Miillerschen Probe daran ‘denken dab Stoffe vorhanden 
sein kOnnen, welche die Reaktion hindern, aber durch Verdiinnung 
mehr oder weniger unschiidlich gemacht werden. Dies wird 
ja auch durch die yon mir oben kurz beschriebenen Fille vollig 
bestiitigt. Das Schlimme ist aber nur, man_ selbst nach 
der Verdiinnung nicht mit dem Zusatze auf einmal von einer 
bestimmten Menge Kupfersulfatlisung, z. B. 3 cem sich begniigen 
kann, sondern mit successiven Zusiitzen arbeiten Hier- 
durch wird die schon vorher umstiindliche Worm Miillersche 
Probe noch mehr zeitraubend und beschwerlich. 

Meine Erfahrungen tiber die Worm Miillersche Reaktion 
kann ich auf Grund eigener Untersuchungen folgendermafen 
zusammenfassen : 

1. Ks gibt kein fiir die Worm Miillersche Probe charak- 
teristisches Aussehen, denn das letztere kann bei einem und 
demselben Zuckergehalte je nach der Beschaffenheit des Harnes 
wechseln. In einigen Fiillen erhilt man das von Pfliiger 
geforderte Aussehei — eine ziegelrote Farbe des Oxyduls oder, 
was wohl auf eins hinausliiuft, eine gelbe oder gelbrote Triibung. 
In anderen Fiillen erhilt man das von Worm Miller und 
Neubauer-Huppert beschriebene Aussehen. Die Loésung ist 
gelb, gelbrot, braungelb oder olivenbraun-griinlich und der Oxydul- 
nebel hat eine schmutzig weiblichgelbbraune oder schmutzig 
braune, mehr oder weniger ins griinlich spielende Farbe. Wenn 
man mit Pfliiger nur die ziegelrote Farbe des Oxyduls als 
beweisend betrachtet, wird die Empfindiichkeit der Probe zu 
klein und man liiuft die Gefahr, kleine Zuckermengen zu iibersehen. 

2. DieEmpfindlichkeit wird ebenfallszuklein, wenn mannicht 
mit successiven Zusiitzen, sondern mit einer bestimmten Menge 
Kupfersulfatlbsung (nach Pfliiger gewOhnlich 3 ccm) arbeitet. 
Will man iiberhaupt diese Probe anwenden, so ist es unbedingt not- 
wendig, zu dem urspriinglichen Worm Miillerschen Verfahren 
mit stufenweisem Zusatz von Kupfersulfatldsung zuriickzukehren. 
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3. Das Aussehen der Probe ist bisweilen sehr schwer zu 
peurteilen. In einigen Fiillen, wie z. B. wenn ein schmutzig gelb-— 
hrauner Nebel mit einem Stich ins Griinliche auftritt, ist selbst 
der geschulte Chemiker kaum imstande, bestimmt zu sagen, ob 
die Reaktion als positiv oder als negativ anzusehen ist. Ein 
solches Aussehen kann man némliech sowohl in praktisch zucker- 
freien wie in zuckerhaltigen Harnen beobachten. Die Phosphate 
kjnnen auch Schwierigkeiten verursachen. In den ersten Minuten 
kann ein fein suspendierter Phosphatniederschlag in einer gelb- 
rot oder braungelb gefiirbten Losung leicht) mit einer Oxydul- 
triibung verwechsell werden, auf der anderen Seite kann aber 
auch ein Phosphatniederschlag, wenn er sich absetzt, vielleicht 
die kleinen Oxydulmengen mit niederreiben und einen negativen 
Ausfall der Reaktion bedingen. Da die Menge des Phosphat- 
niederschlages mit Zusatz von steigenden Kupfersalzmengen ab- 
nehmen kann, liegt vielleicht hierin auch der Grund, warum in 
vewissen Fiillen die Reaktion oft erst nach Zusatz von mehr 
als 3 ecm zum Vorscheimm kommt. 

4. Da ein suecessiver Zusatz von Kupfersalzlosung unbe- 
dingt notwendig ist, wird die Probe recht umstiindlich und be- 
schwerlich. Da man ferner bei negativem Ausschlag nie ganz 
sicher sein kann, dai der Harn zuckerfrei ist, sondern immer 
neve Proben mit dem mit Wasser verdiinnten Harne anstellen 
mub, wird sie hierdurch noch umstindlicher. Zuletzt- darf man 
nicht iibersehen, daf ein positiver Ausschlag in dieser wie in 
anderen Reduktionsproben nicht ohne weiteres die Gegenwart 
von Zucker, sondern nur die Anwesenheit einer reduzierenden 
Substanz anzeigt, und dab man diese umsténdliche Probe folg- 
lich immer dureh ein anderes Verfahren kontrollieren mu. 

Diese sind die wesentlichsten Griinde, warum ich in meinem 
Lehrbuche die Worm Miillersche Probe nicht dem Arzte habe 
empfehlen konnen. 

Aus dem oben Gesagten folgt, dai es notwendig ist, die 
Worm Miillersche Probe auch bei negativem Ausfall derselben 
durch ein anderes Verfahren zu kontrollieren. Dies hat Pfliiger 
auch nicht unterlassen und er sagt hieriiber (S. 134) folgendes: 
«Mit gréBter Bestimmtheit diirfen wir auf Grund der Untersuchung 
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von Hunderten verschiedener Harne den Satz aussprechen, 
der in gedachter Weise negative Ausfall der Worin 
Miillerschen Probe ausnahmslos durch den Halb- 
schattenapparat bestatigt worden ist.» Weiter unten sagt 
er ferner von den zur Untersuchung mit dem Halbschatten- 
apparate vorbereiteten Filtrate folgendes (S. 138): «Zeigt das 
Filtrat die Polarisation gleich Null und gibt es auch nicht die 
positive Probe von Worm Miller, so darf man die Abwesen- 
heit des Zuckers als gesichert ansehen. Ebenso, wenn nach 
negativem Ausfall der Worm Miillerschen Probe das Polari- 
meter die Gegenwart einer linksdrehenden Substanz anzeigt.» 

Pfliiger ist also, wenn ich ihn nicht mibverstanden habe, 
der Ansicht, dai man die Worm Miillersche Probe mit dem 
Halbschattenapparate allein kontrollieren kann, und dab ein Harn, 
welcher diese Probe in gedachter Weise (ziegelrote Farbe des 
Kupferoxyduls ?) nicht gibt und linksdrehend ist oder die Polari- 
sation gleich Null zeigt, sicher zuckerfrei ist. Dieser Ansicht 
kann ich nicht beitreten, denn die Kontrolle mit dem Polari- 
meter allein ist bei Gegenwart von kleinen Zuckermengen voll- 
kommen. illusorisch. 

Es ist niimlich allgemein bekannt, dab ein Harn, welcher 
O,1-—-0,2°/o Zucker enthilt, recht wohl die Rotation Null oder 
sogar Linksdrehung zeigen kann. Das wufhte schon Worm 
Miiller, und er sagt ausdriicklich, dab ein Harn 0,1—0,2°,» 
Zucker ja noch mehr enthalten kann, ohne dab der Polarisations- 
apparat eine Drehung zeigt. Dies ist eigentlich auch eine selbst- 
klare Sache, da die normalen Harnbestandteile in einigermafen 
konzentrierten Harnen eine Linksdrehung von 0,3—0,45° und 
noch mehr bewirken konnen, Da ich im Besitze eines sehr 
vorziiglichen Polarisationsapparates mit dreiteiligem Gesichtsfeld 
nach Lippich-Landolt bin, habe ich mich auch direkt davon 
tiberzeugt, dafi man stark linksdrehende Harne mit 0,1—0,2°/o 
Zucker versetzen kann, ohne die Linksdrehung aufzuheben. 

Es ist also selbstklar, daf{ man bei Gegenwart von so 
kleinen Zuckermengen den negativen Ausfall der Worm Miiller- 
schen Probe als einen Beweis fiir die Abwesenheit von Zucker 
nicht mit dem Halbschattenapparate kontrollieren kann, Um dies 
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vi beleuchten, dirfte es auch genug sein, auf den Versuch 5 
50) hinzuweisen. Dieser Harn hatte nach Zusatz von 0,1 
Zucker die Drehung von — 0,06° und bei der Worm Miiller- 
schen Probe gab er selbst bei succesivem Zusatz von Kupfer- 
salzldsung bis zu 4 cem keinen positiven Ausschlag. Diesen Harn 
man nach Pfliger als zuckerfrei zu bezeichnen. 

Auf Grund meiner Beobachtungen muB ich also entschieden 
davor warnen, einen Harn, welcher bei der Worm Miillerschen 
Probe negativ im Sinne Pfliigers sich verhilt und welcher die 
Polarisation Null zeigt oder schwach linksdrehend ist, als zucker- 
frei zu erklaéren. Ein Harn, welcher dem Polarisator gegeniiber 
in der obengenannten Weise sich verhiilt und welcher selbst 
bei suecessivem Zusatz von Kupfersulfatlbsung weder direkt, 
noch nach Verdiinnung mit Wasser die Worm Miillersche 
Probe gibt, diirfte dagegen wohl nur in sehr seltenen Fallen 
Zucker enthalten. 

Die Polarisationsprobe kann aus oben angefiihrten Griinden 
jedenfalls nie allein als Kontrolle bei Gegenwart von sehr kleinen 
Zuckermengen dienen, Erst durch Kombination mit der Giirungs- 
probe und Bestimmung der Drehung vor und nach der Giirung 
wird sie von gréberem Werte. In dieser Weise hat Pfliiger 
auch in vielen Fiillen die Probe kontrolliert — wie oft, kann 
ih jedoch nicht aus dem Aufsatze ersehen. bei der Kombina- 
tion der polarimetrischen Untersuchung mit der Girung st6bt 
man indessen auf eine neue Schwierigkeit, welche den Wert 
auch dieses Vorgehens zweifelhaft macht. 

Der Harn kann niimlich aus der Hefe rechtsdrehende, nicht 
reluzierende Stoffe (nach Pfliiger vielleicht Glykogen) auf- 
neimen, ein Verhalten, auf welches, so weit mir bekannt, erst 
Pfliiger die Aufmerksamkeit gelenkt hat. Pfliiger') berichtet 
sogar von einem Falle, wo der Harn vor der Giirung die Po- 
larisation Null zeigte, nach derselben aber 0,24° nach rechts 
jin Rohr von 189,4 mm) drehte, obwohl er nicht die Spur von 
‘eduktion mehr zeigte. Diese Angaben von Pfliiger habe 
il auch in einigen Versuchen mit zuckerfreien, mit Hefe ver- 
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setzten Harnen bestitigen konnen: ich habe jedoch nie eine 
gvObere Rechtsdrehung als O.L° (im 200 mm langen Rohre) be- 
obachtet. 

Ob eine Aufnahme von rechtsdrehenden, nicht reduzieren- 
den Stoffen aus der Hefe bei Giirungsversuchen mit dem Harye 
etwas oft oder regelmibig Vorkommendes ist, kann ich nicht 
saven, denn ich habe keine mehr eingehenden Versuche hiertiber 
angestellt. Solche Untersuchungen sind jedoch von der aller- 
groBten Bedeutung und unbedingt notwendig. Wenn niim)ich 
der in kleiner Menge, etwa einer Drehung von -++-0,1 entsprechend, 
im Harne vorhandene Zucker vergiirt, statt dessen aber aus 
der Hefe eine andere rechtsdrehende Substanz in den Harn iiber- 
geht, so kann natiirlich die Kontrolluntersuchung  vollstiindig 
Hlusorisch werden. Bevor diese Verhiiltnisse klargelegt. worden 
sind, ist es also leider nicht méglich, die An- bezw. Abwesen- 
heit von kleinen Zuckermengen im Harne durch die kombinierte 
Girungs- und Polarisationsprobe immer zu kontroilieren. 

Aus dem nun Mitgeteilten diirfte es ersichtlich sein, wari 
die von Pfliiger ftir die Vortrefflichkeit der Worm Miiller- 
Pfliigerschen Probe hergebrachten Beweise auf mich nich 
berzeugend gewirkt haben. 

leh nun zu der Wismutprobe tber. 

Der Grund, warum Pfitiger iiber diese Probe ein so al- 
fiilliges Urteil ausspricht, ist der, dab, wie er und seine Mil- 
arbeiter fanden, mehr als die Hilfte normaler, also zuckerfreier 
Harne diese Reaktion (die Nylandersche) gaben. Diese Angale 
steht im Widerspruch zu den Erfahrungen mehrerer anderer 
Forscher, und da Pfliiger auch die Wismutprobe nicht in 
vorschriftsmiibiger Weise ausgefithrt hat, mul man sich fra- 
gen, ob seine abweichende Erfahrung vielleicht) hierin’ ihren 
Grund hat. 

Ich will aus dem Grunde hier zuerst der Ausfiihrung dieser 


Probe einige Worte widmen. 

Nach der urspriinglichen Vorschrift erhitzt man iiber offener 
Klamme einige Minuten. Eine bestimmte Zeit, withrend welcher 
man kochen soll, hat weder Almén noch Nylander ange- 
veben. Man findet aber in dem Aulsatze des letzteren, dab 
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er. um die Empfindlichkeit der Probe unter verschiedenen Ver- 
iiltnissen zu priifen, 2 bis héchstens 5 Minuten gekocht hat. 
Stott in dieser Weise zu verfahren, erhitzt Pfliiger nach dem 
Vorschlage Luthers!) das Reagenzglas in siedendem Wasser- 
bade und hiertiber sagt Pfliiger folgendes: «Weil bei diesem 
Verfahren die Mischung bei weitem nicht so stark erhitzt wird, 
als wenn man iiber offener Flamme wie Nylander 2—45 Mi- 
nifen kocht, muf man linger erwirmen. Es geniigt meist 
eine Viertelstunde. Wir lreben die Reagenzgliser ge- 
wohnlich eine halbe Stunde im siedenden Bade». ?) 

Ist nun das Erhitzen im Wasserbade !4——!'/2 Stunde gleich- 
wertig mit dem Sieden itiber offener Flamme 2-5 Minuten? 
Dali dies nicht der Fall ist, hat schon Pfliiger selbst gefunden, 
und er sagt (S. 130) folgendes: «Die !/2 Stunde im siedenden 
Wasserbad vollzogene Erhitzung bedingt also doch eine stiirkere 
Reduktion als die im Reagenzelas tuber direkter Flamme bei 
einer Kochdauer von 5 Minuten». Ist man nun berechtigt, an- 
zunchmen, daf die Empfindlichkeit der Reaktion auch in beiden 
Fiillen dieselbe sein soll? GewiB nieht. Schon die ersten Ver- 
suche, die ich ausgefiihrt habe, zeigten, dafi die Emptindlichkeit 
der Reaktion beim Erhitzen im Wasserbade eine ganz andere 
als beim Kochen tiber offener Flamme ist. Sie geht in jenem 
Falle so weit, dai die Reaktion unbrauchbar wird. 

Um das ungleiche Aussehen der Wismuthprobe beim Kochen 
iiber offener Flamme und beim Sieden im Wasserbade zu be- 
feuchten, teile ich die folgenden tabellarischen Zusammen- 
Sellungen mit. Da ein Kochen wihrend 2 Minuten hinreichend 
ist. wenn man 0O.1°/o Zucker oder etwas darunter nachweisen 
will, und da ein Kochen von 5 Minuten nur bei etwa 0,05°/o 
notwendig ist, habe ich verschiedene Harne tei!s 2,5—3 und 
tells 5 Minuten gekocht. wie man aus den beiden Tabellen er- 
sieht. Die Harne waren alle eiweibfrei, von saurer Reaktion 
und meistens ziemlich stark gefiirbt. Die Zusammenstellungen 
dirfen iibrigens ohne weiteres verstiindlich sein. 


') E. Luther, 1. c. 
Die Heraushebung rithrt vom Verf. her. 
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Nr. | pel Kochen 2,5—3 Min. | Wasserbad 15 Min. | Wasserbad 30 Min, 
| Bodensatz | Bodensatz | Bodensatz 7 
1,022 Graulich-braun. | Fast schwarz Schwarz 
2 | 1,018 | Weih | Dunkelgrau | Grauschwarz 
3 1.018 Weif-gelblich Fast schwarz | Schwarz 
4 1027) Weibgelb | > 
5 |1,021 | Weil Schwarzgrau | Fast schwarz 
1,024 | Grau 
7 | 1,030 ‘Blaf-briunlich-grau Schwarz | Schwarz 
8 | 1,026 Graulich-weif | Fast schwarz | > 
1,027 Fast rein weil Grauschwarz | > 
10245 Weil | Dunkelgrau | Dunkelgrau 
1,015 | Weil Weibilich-grau 
12) 1,025 | Blafgrau Grauschwarz 
13 | 1,022 | Grauschwarz | Fast schwarz 
1 | 1,023 Weiflich-grau Braunschwarz Schwarz 
Nr. — Kochen 5 Minuten | Wasserbad 15 Min. | Wasserbad 30 Min 


1 | 1,023 
1,026 


1019 


| 
1,025 ‘Schwach-ritlich-grau 
| 1033. Ritlich-gelb 
| L031 | Dunkelgrau 
7 1,022 Blaf-gelblich 
1011, 
| 
9 1,024 | 
10 1.020 | Bla6-gelblich 


Bodensatz 


Blafi-gelblich-grau 


| Weil, Stich ins 


Briiunlich 


Fast rein weil 


Bodensatz 


Braunschwarz 
» 
Blafgrau 
Fast schwarz 


Schwarz 


Blafgrau 


» 


grau 


| Blafigrau 


Briiunlich-schwarz- | 


| Bodensatz 


Schwarz 
Fast rein schwarz 


Schwarzbraun 
Fast schwarz 


Schwarz 


» 


| Dunkelgrau 


» 
| Schwarz 
_Dunkelgrauschwarz 


Die nun mitgeteilten 25 Versuche, zu denen ich noch 
15 andere fiigen kinnte, zeigen ganz deutlich, daB ein Er- 
hitzen im Wasserbade 15—30 Minuten nicht gleichwertig mit 
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dem Sieden tiber offener Flamme 2—) Minuten ist. Mit der 
pfliigerschen Modifikation erhalt man positive Resultate in 
mehreren Fiillen, wo die nach Vorschrift richtig ausgefiihrte 
Probe ein vollstiindig negatives Resultat gibt. Es ist also 
nunmehr nicht schwer zu verstehen, warum Pfliiger in mehr 
als der Hiilfte aller untersuchten Harne mit der Wismutprobe 
ein positives Resultat erhielt. Es riihrt dies daher, dab er 
die Probe nicht nach Vorschrift ausgefiihrt hat. Unter solehen 
Umstiinden kénnen aber seine Untersuchungen keine Schliisse 
heziglich des Wertes der richtig ausgefiihrten Probe gestatten. 

Warum hat nun Pfliiger die Probe in der oben genannten 
Weise modifiziert 2? Die Antwort lautet, daBb nach ihm das Kochen 
linger als zwei Minuten nicht ausfiihrbar ist, ohne dab durch 
fortwihrendes Stoben der Fliissigkeit Teile derselben heraus- 
veschleudert werden. «Wir haben», schreibt er,') «alle moég- 
lichen Kunstgriffe, auch den Platindraht, ohne befriedigendes 
Ervebnis angewandt und sind deshalb zu der von Luther 
empfohlenen und auch von Huppert anerkannten Abiinderung 
ibergegangen». An einer anderen Stelle?) schreibt er folgendes: 

Dali das Kochen dieser fortwihrend stoBbenden Mischung Ofters 
5 Minuten fortgesetzt werden muB, wobei immer der Tisch 
und auch die Hiinde von der siedenden, spritzenden Lauge 
anvedtzt werden, diirfte doch nicht zu der Behauptung Ham- 
marstens berechtigen, dab diese Methode Nylanders einfacher 
und leichter fiir den praktischen Arzt zu handhaben sei als die 
Methode von Worm Miiller>. 

In diesem letzten Punkte wiirde ich Pfliiger gerne recht 
geben und ich wirde gewiB nicht diese Probe fiir den Arat 
empfohlen haben, wenn die Schwierigkeiten wirklich so groB 
wiren, wie Pfliiger behauptet. Nach meiner Erfahrung ist 
dies aber nicht der Fall, und die angedeuteten Schwierigkeiten 
“nd ohne besondere Kunstgriffe leicht zu vermeiden. Ich fiihre 
die Probe in der Weise aus, dab ich, sobald die Fliissigkeit 
i) starkes Sieden geraten ist, die Flamme sehr stark vermin- 
dere oder das Kochen iiber einer zweiten, sehr kleinen Flamme 
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(oder an der Seite einer Flamme) fortsetze. Wenn man ein 
nicht zu enges Rohr wiihlt, dasselbe etwas oberhalb der kleiney 
Flamme hilt und leise bewegt, kann man das Kochen mel); 
Minuten, sondern viel linger ohne Schwierigkeit fort. 
selzen (man soll natiirlich kein zu weites Reagenzglas nehmen, 
weil die Fitissigkeit in dem Falle wihrend des Kochens zy 
stark konzentriert wird). In dieser Weise fithren auch die 
Praktikanten im hiesigen Laboratorium die Probe ohne Schwierig- 
keit aus, und ich glaubte deshalb diese Probe auch dem Arzte 
als eine leicht ausfiihrbare empfehlen zu konnen. Es viel- 
leicht ein Fehler, ich in meinem Lehrbuche diese kleine 
Vorsichtsmabregeln nicht angegeben habe; ich betrachtete dies 
aber als iiberfliissig. In der neuen Auflage habe ich dieses 
Verfahren etwas austihrlicher beschrieben. 

Mittels der Wismutprobe beim Kochen iiber offener Flamine 
2 5 Minuten kann man kaum kleinere Mengen als bis 
0.05% Zucker nachweisen. Wie weit geht nun die Emptind- 
lichkeit, wenn man die Probe im Wasserbade 15—30 Minuten 
erhitzt? Dies ist etwas schwer zu bestimmen aus dem Grunde, 
dafiman so selten Harne von verhiiltnismibig hohem spezifischen 
Gewicht findet. die bet anhaltendem Erhitzen im Wasserbad 
mit dem Wismutreagens nicht eine graue oder schwarzegraue 
Farbe des Bodensatzes zeigen. In einzelnen Fallen bekomunt 
man aber solche Harne, die selbst nach 30 Minuten einen weilien 
oder fast weiben Phosphatniederschlag absetzen, und diese kon- 
nen mach Zusatz von Zucker zur Bestimmung der Empfindlich- 
keitserenze dienen. Durch solche Versuche habe ich gefunden, dik 
man mit der Pfliigerschen Modifikation nach 15 oder wenigstens 
nach 30 Minuten einen Gehalt von 0,03 bis 0,02°%o Zucker nach- 
weisen kann. Man kann also gewib nicht ohne weiteres die 
Moghchkeit in Abrede stellen, dab positive Ausschliige mit der 
Wismutprobe nach dem Pfliigerschen Verfahren von der Au- 
wesenhe.t ganz kleiner Zuckermengen herrihren konnen. 

Die Emptindlichkeit der Wismutprobe wird also) durch 
Erhitzen im Wasserbade bedeutend vermehrt, aber dies ist nach 
meiner Ansicht kein Vorteil. Es verhélt sich néimlich mit dev 
Zuckerproben wie mit den Proben auf Eiweif im Harne. Durch 
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one zu weit gehende Empfindliclhkeit einer Probe wird der Arzt 
gpsicher und verwirrt, denn er wiinscht nur die als pathologisch 
») bezeichnenden Mengen eines Stoffes, nicht aber die physio- 
joisch vorkommenden Spuren desselben nachweisen zu konnen. 
\ls solche ist aber ein Gehalt von weniger als 0,05" 9 Zucker 
gach meiner Ansicht zu betrachten. 

Ks ist allerdings nicht moglich, eine bestimmte Grenze 
ywischen physiologischen und pathologischen Zuckermengen im 
Hare zu ziehen, denn hierbe: wird immer der Willkir grober 
Spiclraum gegeben, aber es haben auch andere Forscher etwa 
diese Grenze angenommen. Nach Worm Miller z. B., welcher 
auf diesem Gebiete eine besonders grobe Erfahrung hatte, ent- 
hilt néimlich normaler Harn «hiiufig» O,02—0,05°/o ‘Trauben- 
zicker (resp. gérunygsfiihige Substanz), und er konnte nicht die 
\Moclichkeit’ ausschlieBen, dab normaler Harn sogar O,1-—0,2°/o 
Traubenzucker enthalten kann. Nach meiner Erlahrung kann 
en Gehalt von etwa Zucker voriiberzehend bei Gesunden 
yorkommen,. Der Harn enthilt bisweilen eimen Tag etwa diese 
\enve Zucker und kenn dann mehrere Tage zuckerfre: sein. 
Hisweilen findet man den Vormittagsharn zuckerhaltig und den 
Nachmittagsharn derselben Person zuckerfrer umgekelirt. 
Wean aber em Gehalt von Zucker oder sogar etwas 
weniger anhaltend bet einer Person vorkommit, isi dies immer 
etwas Verdichtiges, und in solchen Fallen kann man den kletmen 
Aickergehalt nicht ohne weiteres als) physiologisch ansehen. 

Auf die Empfindlichkeit einer fiir den Arzt bestimmten 
Zickerprobe sollte man also nach meiner Ansicht keine groberen 
Aiforderungen stellen, als daB man mit ihr emen Gehalt) von 
0.1—0,05°/o9 sicher nachweisen kann. Wie verhalten sich nun 
die beiden Zuckerproben zu einer solchen Anforderung ? 

Mit der Wismutprobe kann man regelmabig leicht O,1°/o 
nachweisen, wenn man 2—3 Minuten kocht. Wenn man kleinere 
Zickermengen, bis zu 0.05 hinab, nachweisen will, muh man 
) Minuten kochen. Das fiir die Reaktion Typische ist daber micht 
cine Farbeniinderung der Fliissigkeit, sondern das Auftreten 
eines schwarzen oder bei Gegenwart von viel Erdphosphaten fast 
scuivarzen Phosphatsedimentes, wenn man die Probe nach been- 


in 
| 
‘Nn. 
Z\) 
is 
te 
fos 
Ps 
1e 
it) 
le 
nt 
F 
| 


64 Olof Hammarsten, 


detem Kochen 5 Minuten ruhig stehen 1aBt und erst nach diesey 
Zeit beobachtet. Eine etwas dunklere Farbung des Haries 
wiihrend des Kochens oder die Entstehung einer grauen, mi{}- 
farbigen oder rotlich braunen Phosphatfillung darf nicht als 
eine typische Reaktion aufgefabt werden. Sollte der Arzt die 
Reaktion etwas zweideutig finden oder wenn er wissen will. 
ob die Reaktion einem Zuckergehalte, welcher oberhalb dep 
physiologischen Grenze liegt, entspricht, so hat er nur den Harn 
mit dem gleichen Volumen eines anderen, nicht reduzierendey 
Harnes?) zu verdiinnnen und die Kochprobe zu wiederholen. 
Bleibt nun die Reaktion aus, so kann er den Harn als praktisch 
zuckerfrei betrachten: fallt sie dagegen positiv aus, so mu) 
man notigenfalls, wie bei allen Reduktionsproben, eine passende 
Kontrollprobe ausfiihren. 

Die Emplindlichkeitsgrenze der Worm Miillersehen Probe, 
wenn die letztere nach den urspriinglichen Vorschriften mit succes- 
siven Zusiitzen von KupfersalzlOsung ausgeliihrt wird, ist etwas 
schwieriger genau anzugeben, denn sie ist in hohem Grade yon 
der Beschalfenheit: des Harnes abhiingig. In verdiinnten oder 
jedentalls nicht sehr konzentrierten Harnen kann man mit dieser 
Probe bisweilen sogar so kleine Zuckermengen wie 0,05 bis 
0,030 nachweisen, und diese Probe kann also empfindlicher 
als die Wismutprobe sein. In konzentrierten Harnen ist da- 
gegen die Empfindlichkeit bisweilen viel kleiner und man kann 
hier, wie oben erwiihnt, recht grobe Zuckermengen iibersehen. {n 
einem dinnen Harne, welcher nur 0,05°/o Zucker enthélt, kann man 
mit dieser Probe bisweilen eine viel stiirkere Reaktion erhalten 
als in einem dichteren mit mehreren Promillen Zucker, was den 
Wert dieser Probe fiir den Arzt wesentlich vermindert. Hierzu 
kommt noch, dab es manchmal (wenigstens fiir mich) schwer 
ist, zu sagen, ob ein schwacher, weiblich gelbbrauner, mil- 
farbiger, in griinlich spielender Nebel als eine positive Reaktion 
anzusehen ist oder nicht. 


') Man kann auch mit Wasser verdiinnen, wenn der Harn nicht 
zu arm an Erdphosphaten ist. Bei sehr kleinen Phosphatmengen sinkt 
nimlich die sechwarze Wismutfallung bisweilen so langsam, die Probe 
nicht nach 5 Minuten fertig ist. 
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Es waren auch insbesondere diese Schwierigkeiten, welche 
ich ins Auge gefabt hatte, als ich in meinem Lehrbuche die 
Wismutprobe als leichter ausfiihrbar bezeichnete. Mit dieser 
Probe, richtig ausgeftihrt, ist es niimlich in der Regel itiberaus 
leicht, selbst in konzentriertem Harne eine Menge von 0,1 bis 
0,09°%/o Zucker nachzuweisen. 

Der Wert der Wismutprobe liegt also wesentlich nach 
der negativen Seite hin, indem man mit ihr bei richtiger Aus- 
fiiirung der Probe und negativem Ausfall derselben einen Harn 
als praktisch zuckerfrei erklaren kann. Nach der positiven Seite 
hin verhiilt sie sich anders, denn es gilt fiir die Wismutprobe 
wie fir die Worm Miillersche und die Reduktionsproben tiber- 
haupt, dab zwar die Anwesenheit einer reduzierenden Substanz, 
aber niet die Art derselben angegeben wird. Aus dem Grunde 
habe ich auch in meinem Lehrbuche ausdriicklich hervorgehoben, 
dab man mit dieser Probe allein sich nicht begniigen kann. Es 
ist auch liingst bekannt, daB man mit der Wismutprobe nicht nur 
nach Einnahme von vielen Arzneimitteln, sondern auch in nor- 
malen Harnen nicht sellen einen positiven Ausschlag erhalten kann. 

Wie verhiilt) sich nun in dieser Hinsicht die Worm 
Miillersehe Probe?  Hieriiber wissen wir augenblicklich zu 
wenig, denn man hat, wahrscheinlich infolge der Umstiindlichkeit 
dieser Probe leider zu oft unterlassen, die Harne, welche mit 
der Wismutprobe untersucht wurden, auch mit der Worm 
Miillerschen Probe zu untersuchen. Die Anzahl der Kupferoxyd 
reduzierenden Stofle ist jedoch gréBer als die Anzahl der Wismut 
reduzierenden ; und man darf also nicht ohne weiteres annehmen, 
dal} der Harn nach dem Gebrauche von Arzneimitteln Ofters redu- 
zierend auf das Wismut- als auf das Kupferreagens einwirken 
wiirde. Hier kénnen nur direkte Untersuchungen entscheiden. 

Wichtiger als die Reduktionsfihigkeit nach Gebrauch von 
Arzneimitteln ist unzweifethaft die Reduktionsfiihigkeit vieler 
normalen Harne. Wie hiufig diese bei Anwendung der einen 
oder andern Reaktion vorkommt, kann man auch nicht sagen, 
denn auch hier hat man meistens Untersuchungsreihen nur mit 
dem einen Reagens (dem Wismutreagens) und nicht gleich- 
zeitig auch mit dem andern (dem Worm Miillerschen) ausge- 
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fiihrt. Es ist selbstverstandlich, dafi nur solche Untersuchunge,, 
beweisend sind, in welchen man die Harne mit den beiden 
Reagenzien geprift hat. 

Aus den Untersuchungen, wo man dies getan hat, finde! 
man nun, dai auch die Worm Miillersche Probe nach dep 
positiven Seite hin nicht zuverlassig ist. Die Untersuchungen 
von Pfliger kann ich hier beiseite lassen, weil er die Probe, 
nicht vorschriftsmabig ausgefiihrt hat. Kistermann, dessen 
Untersuchungen auch von Pfliiger zu Ungunsten der Wismut- 
probe angefiihrt wurden, sagt beztiglich der von ihm untersuchten 
Harne, welche nach Kochen 5 Minuten lang die Wismutprobe gaben, 
folgendes: «Dal die das Nylandersche Reagens reduzierenden 
Harne iibrigens zumeist auch die Trommersche und Worm 
Miillersche Reaktion gaben, sei nur nebenbei bemerkt>». 

Worm Miller, welcher auf Grand mehrjiibriger Unter- 
suchungen die Erfahrung gewonnen hatte, dab normale Harne 
hitulig O0O2—0.05°/o Zucker enthalten, den er mit seinem Rea- 
gens nachgewiesen hat, sagt, dab er in «zuckerfreien» Harnen, 
welche Wismutoxyd beim Kochen schwarzen, nur in einzelnen 
isolierten Ausnahmetillen mit seiner Probe Reduktion erhalten 
hat. Hlerzu ist aber zu bemerken, Worm Miller nich! 
mit der Nylanderschen Lésung, welche zu jener Zeit noch 
unbekannt war, gearbeitet hat, und daB seine Erfahrung also 
nichts tiber die Brauchbarkeit der beiden Proben aussagt. 

Nylander fand unter 100 normalen Harnen 14, welche mit 
der Wismutprobe einen positiven Ausschlag gaben. Von diesen 
14 gaben 12 eine unzweifelhafte und 2 eine zweifelhafte Reaktion 
mit der Worm Mullerschen Probe. Von den obengenannten 
12 Harnen, welche auch die Worm Miillersche Reaktion gaben, 
wurden 7 mit Hefe behandelt, und in allen Wurde nach ein 
paar Tagen mit der Worm Miillerschen wie mit der Wismui- 
probe ein negatives Resultat erhalten. Nylander erklart dies 
durch die Annahme kleiner Zuckermengen in den untersuchten 
Harnen, was von Pfliiger als ein Irrtum  bezeichnet wird. 
Pfliiger hatte beobachtet, dab die Girungsprobe zu unrichtige! 
Schiiissen fiihren kann, und aus dem Grunde erkliirt er, nicl! 
dai Nylander vielleicht oder wahrscheinlich sich geirrt hat, 
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sondern daB Pfliiger und seine Mitarbeiter «bewiesen» haben, 
dai’ Nylander <hierin sicher im Irrtum» ist. Wenn aber 
Pfliiger die von mir kontrollierten Untersuchungen Nylanders 
hierdurch bedeutungslos machen will, so bricht er gleichzeitig 
auch den Stab tiber die Worm Miillersche Probe. Die 7 von 
Nylander mit der Girungsprobe untersuchten Harne, welche 
nach Pfltiger zuckerfrei waren, gaben niimlich alle eine «un- 
zweifelhaftes Worm Millersche Reaktion. 

Nach meiner Ansicht ist das bisher herbeigebrachte sta- 
tistische Material nicht hinreichend, um einen Vergleich zwischen 
der Brauchbarkeit beider Proben zu gestatten. Im Laufe meiner 
(ntersuchungen auf diesem Gebiete habe ich auch Gelegenheit 
cehabt, einige Erfahrungen zu machen, die ich hier kurz er- 
wiihnen will, obwohl ich solchem statistischen Material kein sehr 
srobes Gewicht beimesse. Es kommt némlich hier viel darauf 
an. Wie man sein Untersuchungsmaterial wiihit. Arbeitet man 
iiberwiegend mit Harnen von niedrigem spezifischen Gewicht, 
sy kann man ein fiir den Wert der Proben viel giinstigeres 
Resultat als beim Arbeiten mit mehr konzentrierten Harnen ge- 
winnen. Es ist darum auch von Interesse, da Kistermann 
seine Harne besonders ausgewihlt hat, um mit konzentrierten 
Harnen arbeiten za kOnnen. Dies finde ich auch berechtigt, 
denn es ist gerade in solchen Harnen, wo man einen positiven 
Ausschlag zu erwarten hat. 

Ich habe nicht mehr als 135 Harne untersucht, sie waren 
aber meistens ausgewiihlt, insofern als in 85° o von ihnen das 
spezifische Gewicht hoher als 1020 war. Es hatten 38°%/o das 
spezifische Gewicht 1,026—1,030, 35°/o0 das spezifische Gewicht 
1,021—1,025 und 12°/0 das spezifische Gewicht 1031—1037. 
In 19 Fallen, d. h. also in 14°%jo der Fille, gab die Wismutprobe 
ein entschieden positives Resultat. Die Worm Millersche 
Probe ist nur in 1&8 von diesen Fiillen auch versucht worden. 
“ie fiel 17 mal positiv und 1 mal negativ aus. Dem gegeniiber 
stechen aber 2 andere Harne, in welchen die Worm Millersche 
Probe positiv, die Wismutprobe dagegen negativ ausiiel. Wenn 
ich den Fall, wo nur die eine Probe versucht wurde, auber 
acht lasse, habe ich also gegen 18 positive Fille mit der Wis- 
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mutprobe 19 positive Falle mit der Worm Miillerschen Probe 
beobachtet. Es ist wohl kaum notig, zu bemerken, daB ich beide 
Proben nach den urspriinglichen Vorschriften ausgefiihrt habe. 

Auber den positiven Fillen habe ich auch solche beob- 
achtet, wo nach Kochen 5 Minuten und darauffolgendem Stehen 
wiihrend derselben Zeit die Wismutprobe keine schwarze, sondern 
eine graue oder miffarbig briiunliche Fillung gab. Da man ein 
solches Resultat regelmabig nur bei Gegenwart von weniger 
als 0,05°/o Zucker erhalt, bezeichne ich solche Harne als prak- 
tisch zuckerfrei und betrachte die Wismutprobe in solchen Fiillen 
als negativ. Da aber andere mir in diesem Punkte_ vielleich! 
nicht beistimmen und eine solche Reaktion als zweideutig an- 
sehen, will ich sie der Ktirze halber hier in dieser Weise be- 
zeichnen. Von solchen Fiillen sind mir auch 19 begegnet, von 
denen 18 auch mit der Worm Miillerschen Probe untersuchit 
wurden. Von diesen 18 gab 1 ein negatives Resultat, 13 gaben 
ein positives und in 4 hatte der Harn eine weiblich-braunliche, 
mibfarbige Gpalescenz in einer gelbbraunen Fliissigkeit, so dat 
ich nicht sicher entscheiden konnte, ob die Reaktion hier posi- 
tiv war oder nicht. 

Ich bin also zu dem Resultate gelangt, dab die beiden 
Proben nach der positiven Seite hin etwa_ gleichwertig sind, 
wiihrend die Wismutprobe nach der negativen Seite hin tiber- 
legen. ist. 

Riihren nun die obigen positiven Aussehlige in normalen 
Harnen von sehr kleinen Zueckermengen oder von anderen Stotlen 
her? Eine exakte Beantwortuug dieser Frage ist sehr schwer, 
denn die Kontrolle ist mit) groBen Schwierigkeiten verkniiptft. 
Die polarimetrische Untersuchung ist, wie oben gezeigt wurde, 
als alleinige Kontrolle unbrauchbar. Sie mub unbedingt mit der 
Giirung kombiniert werden. Nun soll nach Pfltiger die Gérungs- 
probe allerdings groben Tiituschungen Veranlassung geben 
kénnen: wenn ich ihn nicht miBverstanden habe, findet er aber 
das Auftreten vou Linksdrehung, bezw. die Verstirkung einer 
solchen nach beendetem Giirungsversuche als beweisend fiir die 
Anwesenheit von Zucker. Aus dem Grunde habe ich auch einige 
der obigen Harne yor und nach der Gérung polarimetrisch unter- 
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sucht. Eine solche Untersuchung ist mir jedoch erst in dem 
letzten Halbjahre moglich geworden, nachdem ich einen neuen, 
ganz vorziiglichen Halbschattenapparat mit dreiteiligem Gesichts- 
feld nach Lippich-Landolt, welcher die Ablesung von 0,01° 
gestattet, erhalten habe. Dies ist auch der Grund, warum ich 
nur eine verhiltnismabig kleine Anzahl Harne in dieser Weise 
habe untersuchen konnen. 

Unter 11 untersuchten normalen Harnen, welche vor der 
Girung zu den obigen Zuckerproben positiv, nach der Garung 
dagegen negativ sich verhielten, habe ich 8 Fiille beobachtet, 
in welchen die Linksdrehung um 0,04 bis 0,06° oder hochstens 
um 0,09° gestiegen war. Auf dem gegenwiirtigen Stande der 
Wissenschaft kann ich solche Fille nicht in anderer Weise, 
als durch die Annahme von sehr kleinen Zuckermengen in den 
untersuchten Harnen mir erkliren. 

Schwieriger ist es, solche Fille richtig zu beurteilen, in 
welchen das Polariskop keine Zunahme der Linksdrehung nach 
beendeter Giirung anzeigt. Solehe Harne ohne weiteres als 
zuckerfrei zu erkliiren, scheint mir nicht berechtigt zu sein. 
Man darf niimlich nicht vergessen, dali nach Pfliiger der Harn 
aus der Hefe eine rechtsdrehende, nicht reduzierende Substanz 
aufnehmen kann, welche die infolge der Giirung vermehrte Links- 
drehung mehr oder weniger kompensieren kann. Unter den 11 
obengenannten, mit dem Polarimeter untersuchten Harnen fand 
sich einer, welcher vor der Girung die Drehung — 0,09° und 
nach derselben die Drehung — 0,03° zeigte. Hier hatte also 
die Linksdrehung um 0,06° abgenommen, was vielleicht daher 
riihrte, aus der Hefe eine rechtsdrehende Substanz aufge- 
nommen worden war. In den beiden anderen Harnen war die 
Linksdrehung nach der Giirung fast unveriindert — sie hatte 
nur um O,O1° abgenommen. Der eine dieser Harne gab vor 
der Giirung die beiden Zuckerreaktionen verhaltnismabig stark, 
withrend sie nach der Girung vollstiindig negativ ausfielen. Man 
kann natiirlich hier mit Pfliiger annehmen, dal dieser Harn 
nicht Zucker, sondern eine andere reduzierende, giirungsunfahige 
Substanz enthalten hat. Ebenso gut kénnte man aber auch an- 
nehmen, daB die reduzierende Substanz wirklich Zucker gewesen 
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ist, dessen durch die Gérung verschwundene Rechtsdrehung 
durch die Aufnalhme einer rechtsdrehenden Substanz aus der 
Hefe kompensiert worden ist. 

Ks wire nach meiner Ansicht gewiB voreilig gewesen, in 
einem solchen Falle ganz kategorisch den Harn als zuckerfrej 
zu erkliren. Die Verhidltnisse kOnnen so verwickelt sein, das 
die Schliisse nur mit der allergrOBten Vorsicht zu ziehen sind, 
Man sollte in jedem Falle gréSere Harnmengen untersuchen, 
hier bin ich aber auf die Schwierigkeit gestoBen, daB die Re- 
duktionsfihigkeit der normalen Harne so oft nur zufiillig und 
kurzdauernd ist. 

Fiir den Arzt, welcher wohl selten im Besitze eines hin- 
reicheid empfindiichen Polarisationsapparates sein diirfte, und 
welcher nicht immer einen solchen richtig handhaben kann, 
bleibt also der Nachweis von sehr kleinen Zuckermengen in 
hochgestellten Harnen oft eine sehr schwierige Aufgabe. Aus 
dem Grunde hahe ich geprift, ob nicht die Phenylhydraziu- 
probe, welche prinzipiell besser als die Reduktionsproben ist, 
und welche in der einfachen Neumannschen Modilikation sogar 
0,02°/o Zucker anzeigen soll, als einfache und sichere Probe 
vor der Wismutprobe und der Worm Miillerschen Probe zu 
empfehlen sei. Ich habe indessen gefunden, da’ auch diese 
Probe in hochgesteliten Harnen, welche mit 0,1°/o Zucker ver- 
setzt waren, in der Neumannschen Modifikation nicht immer 
eine sichere Reaktion gibt. Ich kann also auch diese Probe, 
welche iibrigens eine besondere Untersuchung des Niederschlages 
erfordert, nicht als hinreichend empfindlich empfehlen. — Die 
Untersuchung gréBerer Harnmengen mit der Phenylhydrazin- 
| probe ist fiir den Arzt zu umstiandlich. 

Auch die Giirungsprobe, welche nach meiner Erfahrung 
bei richtiger Ausfiihrung sonst die beste aller Zuckerproben 
ist, wird oft von dem Arzte, weleher meistens in kurzer Zeit 
Aufklirung iiber die Beschaffenheit des Harnes gewinnen will, 
als etwas zu umstiindlich vermieden und sie kann tibrigens in 
zuckerarmen Harnen zu irrigen Schliissen fiihren. 

Unter solechen Umstiinden und da ich gegenwartig keine 
Probe kenne, welche in einfacherer und gleichzeitig mehr zu- 
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yerlissiger Weise als die Wismutprobe die Abwesenheit von 
pathologischen Zuckermengen in dem Harne anzeigt, habe ich 
in meinem Lehrbuche diese Probe in erster Linie dem Arzte 
empfohlen. Da aber diese Probe ebensowenig wie die Kupfer- 
proben nach der positiven Seite hin entscheidend ist, habe ich 
hervorgehoben, dab man mit dieser Probe allein nie sich be- 
vniigen darf. Als Kontrollprobe habe ich in erster Hand die 
(iirungsprobe empfolhilen. Ich habe keine Ursache gehabt, diesen 
Standpunkt in der letzten Autlage zu verlassen. 

Hiermit habe ich natiirlich nicht gesagt, dab ich die Wis- 
mutprobe als eine ideale oder besonders tretiliche betrachte. 
Im Gegenteil. Die Reduktionsproben, die Wismutprobe ebenso- 
wohl wie die Worm Miillersche, basieren auf einem unrich- 
tigen Prinzipe, und es ist darum zu hoffen, dab auch die Wis- 
mutprobe durch eine bessere Probe iibertliissig gemacht werden 
wird. Die Wismutprobe hat man allerdings bisher einer mehr 
umfassenden und eingehenden Priifung als die Worm Millersche 
unterzogen, aber trotzdem ist nach meiner Ansicht auch die 
brauchbarkeit der Wismutprobe zu wenig gepriift worden. In 
dieser Hinsieht erlaube ich mir, die Aufmerksamkeit hier auf 
zwel Punkte zu lenken. 

Es ist mir in der letzten Zeit einmal begegnet, dab ein 
mit Hefe versetzter, zuckerhaltiger Harn, welcher nach beendeter 
Giirung nicht mehr die Wismutprobe gab, nach Zusatz von 
0.1°/o Zueker fortwihrend zu dieser Probe negativ sich ver- 
hielt. Allem Anscheine nach enthielt nun der Harn eine aus 
der Hefe aufgenommene oder wihrend der Girung gebildete 
Substanz, welche die Wismutprobe verhinderte. Etwas derartiges 
habe ich spater nicht beobachtet, und ich habe also diese 
Frage nicht weiter verfolgen kénnen. Wenn aber solche Fiille 
etwas Ofter vorkommen wirden, wird der Wert der Wismut- 
probe hierdurch vermindert. Fir die erste Zuckerpriifung im 
Harne wiire ein solches Verhalten allerdings ohne Belang: die 
nach beendeter Giirung notwendige neue Zuckerpriifung mittels 
der Wismutprobe wiirde aber in vielen Fitllen hierdurch wert- 
ios werden, 

Eine andere wichtige Frage, die man zum Gegenstand 
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weiterer Untersuchungen machen ist die, ob man nie 
Gefahr liiuft, eine Zuckermenge von etwa 0,1°/o mit der Wis- 
mutprobe zu iibersehen. Ich habe bisher keinen solchen Fal! 
beobachtet, und die Erfahrungen von anderen Seiten  lauten 
ebenfalls sehr giinstig; @s wiire jedoch moglich, dab solche 
Fille auch vorkommen. 

In neuerer Zeit hat Bechhold') behauptet, dab queck- 
silberhaltige Harne von Syphilitikern oder von Personen, welche 
die Hiinde in Sublimatlésung gewaschen haben, wie auch mit 
Quecksilbersalzen versetzte Harne trotz der Anwesenheit von 
Zucker die Wismutprobe nicht geben. Da Bechhold, soweit 
man aus seinen knappen Angaben ersehen kann, die Probe 
nicht in vorschriftsmiibiger Weise ausgefiihrt hat, sind seine 
Versuche wenig beweisend. Zeidlitz,?) welcher seine Ver- 
suche wiederholt und kontrolliert hat, konnte bei richtiger Ans- 
fiihrung der Reaktion in keinem einzigen Falle die Angaben 
von Bechhold bestiitigen. Die Wismutprobe gab einen, selbst 
bei Gegenwart von weniger als 0,1°/o Zucker, positiven Aus- 
schlag in Quecksilberharnen. 

Dagegen habe ich bei Moritz*) die Angabe gefunden, 
dah er in einem pathologischen, konzentrierten Harne, welcher 
Q.1°/o Zucker enthielt, mit der Wismutprobe nur eine spur- 
weise Reaktion erhalten konnte. Es ist deshalb, wie ich glaube, 
von Wichtigkeit, eine noch reichere Erfahrung tiber die Brauch- 
barkeit dieser Probe in sowohl normalen wie in pathologischen 
Harnen zu sammeln. Hier mu aber, wie iiberall sonst, die 
Regel gelten, dab, wenn man die Brauchbarkeit einer Reaktion 
prifen will, man dieselbe auch genau nach Vorschrift ausfihrt. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLVI. 
2) Upsala Liikaref6ren. Férh. 1906. N. F. Bd. XI, Suppl. als Fest- 
schrift fiir O. Hammaersten. 
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Uber das Verhalten der in den Organismus eingefihrten Starke- 
loésung, Ablagerung der Starke und Umwandlung in Glykogen. 
Von 
Dr. Giuseppe Moscati, 

Assistenzarzt an den Vereinigten Krankenhausern yon Neapel. 


Mit zwei Tafeln, 


‘Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat, Professor P, Malerba.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. September 1906.) 


Diese Untersuchungen, welche ich unter der Leitung des 
Herrn Professor Malerba ausgefiihrt habe, betreffen ein ganz 
unbebautes Feld. Es ist mir kein Forscher bekannt, welcher 
Stiirkel6sung subkutan oder intravends injiziert hiitte, um das 
Verhalten derselben im Organismus zu studieren. 

A priori kOnnte man annehmen, dafii Injektionen einer 
~) viskésen Fliissigkeit leicht Embolien verursachen wiirden, 
und ich darf wohl voraussetzen, dieser Gedanke maneche 
Forscher von solehen Versuchen abgehalten hat. 

In einer friiheren Arbeit habe ich schon gesagt, da es 
leicht ist, eine hinreichend fliissige und vollkommen homogene 
Stiirkel6sung zu bereilen, deren Beschaffenheit) auch keine 
<chiidlichen Wirkungen erwarten 

Die Versuche bestiitigten diese Voraussetzung und ich 
habe die Lésung, ohne irgend welche St6rungen hervorzu- 
rufen, bei Hunden intravends injiziert. Wenn ich jedoch ab- 
sichtlich eine unzureichend erhitzte L6sung, in der die Stirke- 
kornchen noch nicht ganz zergangen waren, in die Venen 
einspritzte, starben die Hunde sofort an Embolie, wiihrend 
sie selbstverstiindlich bei subkutaner Injektion derselben L6- 
sung am Leben blieben. 

Es ist mir gelungen, exzessive Dosen Stiirke (2—35 g 
per Kilo Tier) ohne nachteilige Folgen zu injizieren.  Aller- 
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dings habe ich diese Dosen nicht tibersehritten. Somit ist dep 
Schlufi gestattet, daf die Stiirkel6sung, wenn sie in die Blut- 
bahn gebracht wird, sich unschidlich verhiilt. 


Wird die Starke durch den Harn ausgeschieden ? 


Zuniichst versuchte ich festzustellen, ob der Harn nach 
Injektion von Stiirke diese selbst oder tiberhaupt ein Kohlehydrat 
enthielt, welche qualitativen oder quantitativen Anderungen seiner 
Zusanimensetzung auftraten, und ob etwa neue Bestandteile des 
Harns nachzuweisen waren. 

Ich habe die Ausscheidung unter folgenden Umstiinden 
untersucht: 

a) Subkutane Injektion von Starkelésung bei Hunden. Vou 
den zahlreichen Versuchen fiihre ich nur einige aus meinen 
Protokollen an. 

Pudel von 7,500 kg Gewicht, wiihrend des Versuchs konstant. 
Wihrend mehrerer Tage wird er in einem Stall gehalten, welcher das 
Aufsammeln des Urins gestattet. Erniihrung: Brot und Suppe mit Fleisch. 

IS, 19., 20. XL. 1905 tighche Urinmenge 150 cem, normal. 

20. XI. Injektion von Lésung, enthaltend 0,50 Stiirke. 

Zl. XL. Urinmenge 150 cem. Priifung auf Mono-, Di- und Poly- 
saccharide (letztere nach Inversion). Stiirke, Dextrin, Pentosen, Giirung 
negativ. Auch im vollkommen normal. Ein Teil Harns 
wird zwecks weilerer Priifung mit Alkohol versetzt. 

Subkutane Injektion, enthaltend 1 g Stiirke. 

22. XI. Urin ohne Anderung. Ein Teil wird zuriickbehalten, mi! 
dem obigen vereinigt.. In mehreren subkutanen Injektionen werden noch 
3g Stiirke eingeftihrt. 

23.1. Urin ebenso. Fin Teil aufbewahrt, keine weiteren Injektionen. 

XI. Keine Anderung. 

Die vereinigten Harnportionen mil Alkohol gefiillt; der Niedersehlag, 
nach Auswaschen mit verdiinntem Alkonol in wenig heifiem Wasser ge- 
lost, gibt keine Stiirkereaktion (Jod). 

Injektionsstelle weich, ber der Sektion keine bemerkbaren Ver- 
iinderungen. 

In allen Fiillen wurden bei der Sektion die Organe nor- 
mal befunden: das aus den Venen fliissig austretende Blut 
koagulierte schnell. 

Wie ich spiiter ausfiihrlicher mitteilen werde, habe ich 
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die Starkeldsung bei mehreren Kranken injiziert, eine 
Veriinderung des Harns zu beobachten. 

b) Intravendse Injektion der Stdrkelisung. 

27. XI. 05. Schwarzer Hund von 7,55 kg. Bei der vorhergehenden 
Beobachtung hatte sich der Harn ganz normal erwiesen (taglich im 
Mittel 180 cem), 50 cem Loésung, enthaltend 1,5 g Stirke, in die vena 
jugularis injiziert. 

28. XI. Harn unverindert. Insbesondere wird die Abwesenheit 
von Stirke, von Poly-, Di- und Monosacchariden, ebenso von Pentosen 
Orcinreaktion) festgestellt. 

29.—30. XL, 1. XU. Keine Verinderung des Harns. 

1. XII. Injektion von 500 cem Loésung, enthaltend 6 g Stiirke, in 
die vena jugularis. Das aus den durchschnittenen Gefifen austretende 
Hiut koaguliert schnell und die Blutung aus der Operationswunde steht 
von selbst. Der Hund zeigt Speichelfluf. 

2. Stérkenachweis im Urin negativ. Kupferreduktion des 
Harms etwas vermehrt, doch ohne deutliche Abscheidung des Oxyduls. 
Wismutreaktion (BOttger) negativ. Die Reduktion wird auch nach In- 
version mit Mineralsiuren nicht deutlicher. Nach Fallung des Harns 
mit basischem Bleiacetat und nachfolgender Neutralisation mit Natrium- 
carbonat ist das Reduktionsvermégen verschwunden. Nach Entfiirbung 
mit Tierkohle erliseht die Reduktion ebenfalls, auch ist sie im Wasser- 
extrakt der Kohle nicht nachweisbar. 

4, 5., 6 XU. Keine Anderung; nur vermindert sich das eben er- 
walnte Reduktionsvermégen. Im Alkoholniederschlag des Harns ist keine 
Stirke nachweisbar. 

Zu andern Zwecken habe ich noch bis zu 15 g Stiirke 
ciugespritzt. und ferner bei dem bei der Sektion der Blase 
cntnommenen Harn keine Reaktion auf Kohlehydrate — als 
bestiitigung des oben Gesagten. 

Somit ergibt sich aus diesen Versuchen: Daf die subku- 
lan oder intravenos eingefitihrte Stirke nicht als solche 
im Harn ausgeschieden wird. Dies ist nicht auffallend, da 
die Stiirke ein Colloid ist. Aber auch andere Kohlehydrate 
erscheinen im Harn nicht, nur ist das Reduktionsvermogen 
des Harns nach reichlicher Einfitihrung von Stiirke etwas ver- 
mehrt. 


Wird die Starke durch den Speichel ausgeschieden? 


Da der hauptsiichlichste Abfuhrweg, der durch die Nieren, 
i) diesem Falle nicht zur Ausscheidung diente, und da nach 
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der Injektion unzweifelhaft SpeichelfluB auftrat, habe ich nach 
Anlegung einer Speichelfistel Untersuchungen itiber die Aus- 
scheidung der Stiirke und ihrer eventuellen Umwandlungs- 
produkte in diesem Sekrete angestellt. 

9% XH. 1905. Hund voh & kg. Anlegung einer Fistel des ductus 
Whartonianus. Der daraus gesammelte Speichel war normal und gaj) 
keine Reaktion auf Kohlehydrate. 

Injektion von 300 cem Lésung, enthaltend 6 g Stirke, in die vena 
cruralis. Nach Reizung der Mundschleimhaut mit verdiinnter Essigsiiure 
werden einige Proben Speichel aus der Kaniile aufgefangen. In der 
ersten Stunde nach der Injektion ist weder Stiirke noch Zucker nach- 
zuweisen, auch nicht nach Inversion mit Mineralsiiure. Im Beginn der 
zweiten Stunde ist ebenfalls keine Reaktion auf Stirke oder Trauben- 
zucker vorhanden. Aber nach Inversion mit Mineralsiéiuren zeigt sich 
geringe Reduktion des Kupfers und der Nylanderschen Lésung. Diese 
erreicht ihr Maximum 1 Stunde 385 Min. nach der Injektion und ver- 
schwindet im Beginn der dritten Stunde. 

(ileichzeitig wird auch der aus dem Munde fliefKende Speichel ge- 
sammelt. Derselbe verhalt sich ebenso. 

Es ist nach dem Vorhergehenden wohl méglich, dali die 
Kupferreduktion nach Inversion auf der Gegenwart einer Kohile- 
hydratgruppe beruht. Diese kann aus der injizierten Stiirke, 
aber auch aus der Spaltung des Mucins hervorgehen, denn 
der Speichel wird immer fadenziehender, wiihrend die Sekre- 
tion allmihlich nachlibt. Immerhin ist die Erscheinung selir 
gering und dauert nur kurze Zeit. Deshalb habe ich sie nictit 
weiter verfolgt, auch nehmen die weiteren Untersuchungen 
liber die Zuriickbehaltung der Stiirke im Organismus— den- 
jenigen tiber die Wege der Ausscheidung ihren Wert. Auf 
dem Wege des Speichels wird also wenig oder gar 
nichts von der ins Blut tibergefiihrten Stirke aus- 
geschieden. 


Wird die Starke auf andern Wegen ausgeschieden ? 


Pankreas. Versuchsanordnung: Spaltung des Duodenums, 
Kinfiihrung feiner Kaniilen in die Hauptpankreasgiinge, Aul- 
fangen des Sekrets nach Reizung der Duodenalschleimhau! 
mit sehr verdiinnter Salzsiiure. Resultat: Keine Ausscheidung 
der Stirke auf diesem Wege. 
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Galle. Untersuchung der Blasengalle auf Stirke nach 
Pfliiger (s. u.) und auf Traubenzucker. (Letzteres in der mit 
Tierkohle entfiirbten Galle nach Fiillung mit 90°/oigem Alkohol 
und Filtration (Hoppe-Seyler). Resultat negativ. 

Darmabsonderung. Dieselbe ist genau untersucht worden, 
indem tiglich mehrere intravenése Injektionen (31. 2...3., 5., 6. 
II.) gemacht wurden bei Hunden, nach 9 tigiger Karenz, welche 
auch wiihrend des Versuches ohne Nahrung blieben. Der Harn 
wurde untersucht und es bestiitigte sich, dab keine Ausschei- 
dung der Stiirke oder ihrer niichsten Derivate stattfand. Die 
Tiere wurden zu verschiedenen Zeiten nach der letzten Injek- 
tion get6tet Stunde, 24 Stunden, 5 Tage). Der schleimig- 
callige Inhalt des Darms erwies sich frei von Stiirke und gab 
weder vor noch nach der Inversion die Reaktionen des Trauben- 
zuckers, Man kénnte annehmen, dafii bakterielle Umwandlungen 
des ausgeschiedenen Produkts 1m Darm stattgefunden haben, 
aber man mub in Betracht ziehen, dab der Organismus zu 
dieser Zeit noch reich an Stiirke war, wie wir unten sehen 
werden. Wenn nun wirklich eine Ausscheidung durch den 
Daurm stattfiinde, so miifte ein stetiger Nachschub stattfinden, 
und es hiitte gelingen miissen, das ursprtingliche Ausscheidungs- 
produkt oder seine niichsten Derivate zu fassen. 


Zurtickbehaltung der Starke im Organismus. 


Da sich bei den obigen Untersuchungen gezeigt hatte, 
dab die Stirke durch die Hauptwege nicht ausgeschieden wird, 
mufte ich schlieBen, daf sie im Organismus in einer noch 
unbekannten Weise zuriickbehalten wird, und die folgenden 
Versuche haben dariiber Aufkliirung verschalfft. 

Untersuchungsmethoden. Als ich die Untersuchung 
liber die Starke in den Organen in Angriff nahm, war ich 
darauf vorbereitet, auf Schwierigkeiten zu stoften. Haben wir 
doch keine direkten Methoden des Nachweises, diese konnte 
ich aber leicht von dem Glykogen auf die Stirke tibertragen. 
Yom Glykogen unterscheidet sie sich leicht durch ihr Ver- 
halten zu Jod. Auch habe ich mit Tieren operiert, die eine 
wenigstens Qtiigige Karenzzeit hinter sich hatten, bei denen 
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also eine bedeutende Verminderung oder vollstéandiger 
Schwund des Glykogens in den Organen vorauszusetzen war. 
Nichtsdestoweniger habe ich weder das Glykogen noch den 
Zucker als Bestandteil der Gewebe aus den Augen verloren, 
um absolut sichere Resultate zu erhalten. 

Bei dem Nachweis der Stiirke beniitzte ich die Methode, 
welche Pfliiger') fiir den Nachweis des Glykogens angegeben 
hat. Urspriinglich ist die Methode folgende. 100 g Substanz 
wird mit 100 cem einer 60° oigen L6sung von reinem Kall- 
hydrat 2 Stunden im Wasserbad erhitzt. Nach dem Erkalten 
fiigt man zu der fliissigen oder halbfliissigen Masse 200 cem 
Wasser und 400 cem 97°%/oigen Alkohol hinzu. filtriert 
durch ein Filter von 15 em Durchmesser und wiischt zuerst 
mit einer Mischung gleicher Teile 97°/oigen Alkohols und 30° /oiger 
Kalilauge, zuletzt mit 70°/oigem Alkohol aus. Der Niederschlag 
wird auf dem Filter mit siedendemWasser in L6sung gebracht, 
die durchfiltrierte Fliissigkeit nach der Inversion mit Salzsiiure 
polarimetrisch (oder nach der Allihnschen Methode) unter- 
sucht. Diese Methode habe ich dann fiir die Stiirke ein wenig 
modifiziert. Ich habe nicht immer 100 ¢ der urspriinglichen 
Substanz angewendet und ich habe den Wasserzusatz nach 
dem zweisttindigen Erhitzen auf dem Wasserbad weggelassen. 
die Fiillung der Stiirke ist verdiinnter Alkohol hinreichend. 
Ich wuseh also auch das Filler wiederholt) mit) verdiinntem 
Alkohol aus. Vor der Inversion priifte ich qualitativ mit) Jod 
(bet Gegenwart von verdiinnter Siure.) So konnte ich die 
Substanz in dem Organextrakt nachweisen und mich verge- 
wissern, Ob es sich um Glykogen oder Stiirke handelte. 

Aber die Unterscheidung beider, wenn sie nebeneinander 
vorhanden waren, war schr schwierig. Denn die rotbraune 
Farbe geringer Mengen von Jod-Glykogen konnte durch die 
intensiv blaue Farbe gleichzeitig vorhandener Jodstirke ver- 
lieren. Auch darf man nicht unbeachtet lassen, da eine Ar! 
Glykozen mit Jod eine rosa-violette Fiirbung gibt: ich habe 
dieselbe aber bei meinen Untersuchungen niemals angetroffen. 
Ich habe mich der Eigenschaft bedient, da’ die Stiirke 
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echon durch einen viel verdiinnteren Alkohol niedergeschlagen 
wird als das Glykogen, welches sich dann spiiter mit stiirkerem 
Alkohol ausfiillen lief. 

Oft konnte ich auch durch grobe Sorgfalt’ und fein ab- 
cestuften Zusatz von Jod in derselben Fliissigkeit die beiden 
Substanzen nacheinander nachweisen, wenn sie nicht in’ reich- 
licher Menge vorhanden waren, da die Stiirke eine grébere 
A\ffinitéit zum Jod hat wie des Glykogen. | 

Aber wenn eine Fliissigkeit) eine) beim Erhitzen ver- 
<-hwindende und beim Erkalten wiederkehrende rotbraune 
Kiirbung mit Jod gab, war es notig, festzustellen, dab es sich 
um Glykogen handelte, da ja das Erythrodextrin dieselbe Fir- 
hung gibt. 

Fiir diesen Zweck standen folgende Kennzeichen zu Ge- 
bote: 1. Die Opalescenz der Lésung, welche der Stiirke und 
dem Glyvkogen, aber nicht oder fast nicht dem Erythrodextrin 
eigen ist. 2. Die rotbraune Firbung, die beim Glykogen in 
der Hitze verschwindet und in der Kiilte zurtickkehrt, wiihrend 
die analoge Fiirbung des Erythrodextrins einen mehr rothchen 
Ton hat und zwar in der Hitze verschwindet, aber in’ der 
Kiilte nicht wiederkehrt. (Beaunis.!) Von mir nicht nachge- 
priift.) 3. Die Probe von Young.*) welche darin besteht, dab 
man die Fliissigkeit bet 33° mit Natrium- oder Ammonium- 
sulfat siittigt. Hierber fallt das Erythrodextrin aus, wiihrend 
das Glykogen in Losung bleibt und im Filtrat durch die rot- 
braune Fiirbung nachgewlesen werden kann. 

Zur quantitativen Bestimmung bediente ich mich in den 
rillen, wo es mehr auf eine schnelle, als eine genaue Be- 
stimmung ankam, der Fehlingschen Lésung. Meistens jedoch 
benutzte ich den von mir beschriebenen Apparat zur Be- 
stimmung des Zuckers*) (Giirung ber Gegenwart von Baryt, 


Beaunis-Aduecc. Trattato di Fisiologia. 

*) Journal of Physiology, 1897—98. 

Dieselbe Probe wurde von M. Christine Tebb mit Erfolg an- 
rewandt. Hydrolysis of Glykogene, Journ. of Physiology, 188. 

*) G. Moseati, Un nouvel appareil pour la détermination des 
sucres. Areh. Intern. d. Physiol., vol. IH, fase. 
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Zuriicktitrierung des Baryts zur Bestimmung der durch ihn 
gebundenen Kohlensaure, Berechnung des Zuckers aus der 
letzteren). 


Versuche iiber die Verteilung des Glykogens in den Organen nach 
9—11 tagiger Karenz. 


Bei diesen Versuchen dienten mir als Vorarbeiten die 
Untersuchungen von Aldehoff!) und Adueco?*) und die bis- 
her in der Literatur bekannten Zahlen. 

Die Versuche wurden an Hunden ausgefiihrt. 9—18. |. 
1906. In dieser Periode untersuchte ich verschiedene Hunde 
nach 9—11 ligiger Karenz, um den Glykogengehalt der Or- 
gane festzustellen. Wie wir gleich sehen werden, waren in 
den Muskeln und im Herzen geringe Mengen Glykogen, im 
Mittel 0.05—0,1° 0 zu finden. In der Leber war mit der 
Methode Briicke-Kiilz nichts nachzuweisen, mit der von 
Pfliiger ergaben sich Spuren. Die tibrigen gewodhnlich gly- 
kogenreichen Organe und Gewebe waren frei davon. 

In der Fig. t ist die Verteilung des Glykogens nach) 
9-11 tigiger Karenz dargestellt. 

Mit fortgesetztem Fasten verschwindet das Glykogen mehr 
und mehr und in den letzten Tagen finden sich keine Spuren 
mehr davon. 

Verteilung der Stiirke und des Glykogens in den Organen. 

|. Sofort nach Injektion von Stirkelisung. (ks wurden meh- 
rere Versuche gemacht.) 

7 Il. 1906. Hund nach 11 tigiger Karenz, Gewicht 3,5 ke. 
Injektion in die jugularis 400 cem Lésung enthaltend 13 ¢ 
Stiirke. Der Hund wurde gleich danach getétet. Die imjizierte 
Stiirke war in verschiedenen Organen verteillt in einer Menge, 
die fast der eingespritzten gleichkam. 

Wie aus Fig. 2 ersichtlich, findet sich gewo6hnlich Stiirke 


Uber den der Karenz auf den Glykogenbestand von 
Muskel und Leber (Zeitschrift f. Biol, Bd. XXV). 

*) Influenza del digiuno sopra il glicogeno del fegato e dei musco!! 
(Giorm. R. Ace. di Med. di Torino, 1889. 
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im Blute (0,90°o), in der Milz und den Lungen (0,80°/o), 
in der Muskulatur des Magens und des Darmkanals, in den 
Nieren (0,55°/o), in der Leber (0,509/o), im Herzen (0,380°/o). 
In den Muskeln waren mit den feinsten Methoden geringe 
Spuren von Stirke neben einer grofen Menge Glykogen nach- 
zuweisen. (Letztere betrug 0,59/o). Dieses gleichzeitige Vor- 
kommen von Stiirke und Glykogen scheint im Herzen und in 
der Leber nicht stattzufinden, doch ist es nicht unwahrschein- 
lich, Spuren von Glykogen. durch die angewandten Me- 
thoden nicht nachweisbar waren. 

Im Gehirn und im Pankreas ist keine Stiirke vorhanden. 

I. Kine halbe Stunde bis 1\2 Stunde nach der Injektion, 
verschiedene Versuche vom 19. Januar und 3. Miirz 1906). 

3. WI. 1906. Schwarzer Hund von 4 kg Gewicht nach 
einer Karenz von 17 Tagen. (Somit konnte ich sicher an- 
nehmen, da das Glykogen der Organe fast oder vollig ver- 
schwunden war.) Injektion in die jugularis von 450 com L6- 
sung, enthaltend 15 ¢ Stiirke. Nach 1'/, Stunden wird der 
Hund getétet. Bei der Autopsie findet sich normale Beschaffen- 
heit der Organe — in der Blase ist viel Urin, welcher aber 
keine Stirke enthéll und welcher weder vor noch nach der 
Inversion mit HC! reduzierend wirkt. Der dicke briiunliche 
Inhalt des Magens und des Darmes hat dieselbe Eigenschaft. 

Wie man mit einem Blick auf die Fig. 3 sieht, ent- 
halten die Lunge und die Milz viel Stiirke (0,70°/o), werden 
aber von der Leber tibertroffen, welche gleich nach der In- 
jeklion wenig Stiirke enthielt, verglichen mit den andern Or- 
ganen, welche jetzt aber bis 1,50°/0 enthiilt. 

Im Herzen findet sich neben Spuren von Stiirke eine 
vrobe Menge Glykogen In den Muskeln findet sich 
nur viel Glykogen (0,25°/o), wiihrend man eine fast ginz- 
liche Abwesenheit von Glykogen hiitte erwarten sollen, wie 
es bei den Kontrolltieren der Fall war, da der Hund 17 Tage 
Karenz gehabt hatte. 

Bei den andern Organen und Geweben: Abwesenheit 
von Glykogen und nur geringe Spuren Stiirke, kaum bemerk- 
bar nach 1/, Stunde und fast Null nach 1'/, Stunden. 
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Il. 24 Stunden nach der letzten Injektion. (Verschiedene 
Versuche, 31. Januar, 18. April.) 

Ol. f. Hund von 3,5 kg Gewicht. Karenzzeit 9 Tage. 
Im Laufe von 5 Tagen wird durch eine Injektion in die Vene 
eine LOosung enthaltend 4 g Stiirke (im ganzen 20 © Stiirke) 
eingeftihrt. Wie gewohnlich enthilt der Harn weder Stiirke 
noch verwandte Stoffe. 24 Stunden nach der letzten Injektion 
wird der Hund get6telt. Normale Beschaffenheit der Orgiane. 
Der Darm innerhalb ist fret von Kohlehydraten. 

Wie Fig. 4 zeigt, ist die Verteilung der Starke in’ den 
Organen nach 2% Stunden dieselbe wie 1! , Stunden nach dey 
Injektion. Aber die Verteilung des Glykogens ist eine andere, 
weil es sich im Herzen (0,20), in den Muskeln (0,15), in den 
Nieren und im Darm (deutliche Spuren) vorfindet. 

IV. 4£—5 Tage nach der letzten Injektion. (Verschiedene 
Versuche). 

¢ V. 1906. Sehwarze Hiindin nach 9 tigiger Karenz, (e- 
wicht 3,5 kg. Injektion in die jugularis von 800 cem Lésung, 
enthaltend 10 g Stiirke. 

4. V. Die Hiindin wird getétet und die Organe, welche 
sich normal zeigen, den gewohnlichen Untersuchungen unter- 
zogen. Wie aus Fig. 5 ersichtlich, ist) die Stiirke in reinem 
Zustand nur noch in der Milz, mit der gleichen Menge Gly- 
kogen (Q,30°0) gemischt in der Leber. In der Lunge ist sic 
ganz von Glykogen ersetzt worden (0,37°/o), welehes 
auch ohne Stiirke findet in den Muskeln, im Herzen (Q,15° ©) 
und in geringen Spuren in den Nieren. 

Bei einer anderen Hiindin (18. V.), welche 3 Tage nach 
der letzten Injeklion, also friiher wie bei dem vorhergehenden 
Versuch, getétet wurde, laibt sich auch in der Lunge neben dem 
Glykogen noch cin Rest Stiirke nachweisen, aber in der Leber 
ist das gleichzeitige Vorhandensein von Stiirke und Glykogen 
noch nicht zu konstatieren. 

V. Taye nach der letzten Injektion. (Verschiedenc 
Versuche. 13. Vi. 1906). 

5. Vi. Hund nach 9 tiigiger Karenz, Gewicht 8 kg. Injektion 
von 300 cem enthaltend & g Stiirke und ein wenig Natriun- 
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carbonat in die jugularis. Nach 8 Tagen wird der Hund getotet. 
Die Organe werden normal befunden und verschiedenen Unter- 
suchungen unterworfen. 

Die Fig. 6 veranschaulicht den Befund: die Stiirke ist 
nur noch in der Milz vorhanden. In der Leber ist nur noch 
Glykogen (0,242° 0) (0,31 im ganzen), ebenso in den Lungen 
(0.23 °/o) und im Herzen, in den Muskeln ist nur noch eine 
Spur und eine geringe Spur auch im Blute. Somit stehen wir 
vor einer parodoxen Erscheinung. Wir wissen, dali nach dem 
Fasten das Glykogen viel friiher aus der Leber als aus den 
Muskeln verschwindet (Aduceo-Aldehoff), und doch begegnen 
wir hier reichlichem Glykogen in der Leber und den Lungen, 
wihrend es aus den Muskeln beinahe verschwunden ist, und 
dies alles trotz des Fastens. 

Fassen wir unsere Ergebnisse zusammen, so sehen wir, 
daf} nach der Injektion von Stirkel6sung beim hungernden 
Tier guerst eine allgemeine Ubersehwemmung der Organe mit 
Stiirke eintritt, wahrscheinlich aueh im Pankreas und im Gehirn, 
obeleich wir es da nicht nachweisen konnten. In der Folge 
versehwindet die Stiirke aus den Muskeln und wird durch Gly- 
kogen ersetzt, welehes auch sehnell aufgebraucht wird. Dann 
yverschwindet sie aus dem Blute, dann aus dem Herzen, wo sie 
auch durch Glykogen ersetzt wird. Nach und nach gibt sie so 
die Stelle, die sie in den Organen einnahm, an das Glykogen 
ab: zuletzt beschriinkt sie sich auf die Milz, Leber und Lunge. 
SchheBlich verschwindet sie auch aus Leber und Lunge, immer 
von Glvkogen ersetzt, und es bleibt ihm als letzte Stiitte nur 
die Milz tibrig. 

Ich hatte Gelegenheit, diese Ergebnisse bis zu einem 
eewissen Grade beim Menschen zu kontrollieren. Ich habe 
nfimlich in dem Hospital «focurabili> viele subkutane Injeklionen 
von Stirke, in therapeutischem Sinne, ausgefiihrt (s. S. 74). 
Mehrere Fiille einer unheilbaren Krankheit, bet welchen ieh 
Stirkeinjektion ausfiihrte, habe ich bis zum Tode beobachten 
konnen. Bei der Autopsie eines Falles (Tuberkulose Cais. LL. 
25. 1. 1906), bei welehem ich viel Stiirke injiziert hatte, fand 
ich in der Milz Spuren von Stiirke, in der Leber kaum nach- 


| 

a] 

i 

_| 

} 

) 

| 


84 Giuseppe Moscati, 


weisbare Spuren von Starke, in den Muskeln Glykogen. (Auf 
diesen Befund méchte ich aber weniger Gewicht legen.) Die 
iibrigen Organe zeigten nichts Bemerkenswertes. 

Bei einem anderen Fall — Aneurysma, welches in die 
Bronchien durechgebrochen war, Pic. Ant. — bei dem ich nur 
wenige Kinspritzungen yon Stirke gemacht hatte bis 2 Tage 
vor dem Tode, war bei der Autopsie die Nachforschung nach 
Stirke in den Organen fruchtlos. 

Jedoch der erste Fall vermuten, auch beim 
Menschen die eingeltihrte Stiirke sich nach den obigen Normen 
verteill. 


Verinderungen in der Verteilung der Stiirke 
und des Glykogens in den Organen nach Injektion von 
Stirkelésung. 


lL. Krnadhrung. Die grobte Veriinderung wird durch die 
Ernihrung bedingt. Bei Injektion von Stirkel6sung auch un 
ernihrten Hunden (Versuch vom 26. IV. bei einer Hiindin von 
4 ke) zeigte sich auch, dab die Stirke sich auf Milz, Leber 
und Lunge beschriinkte, aber erst nach 11 Tagen aus der 
Lunge verschwand und durch Glykogen ersetzl wurde, wiihrend 
sie in der Leber dauernd blieb. 

Selbstverstiindlich wurden meine ersten Untersuchungen 
nicht nur an Hungertieren, sondern auch an ernihrten Tieren 
ausgefiihrt, aber nachdem ich die ungleichmiibige Verteilung und 
die unerwartel groben Mengen des Glykogens wahrgenommen 
hatte, wandte ich mich ausschlieblich den Versuchen an Hunger- 
lieren zu. Im Interesse einer moOglichst klaren Darstellung habe 
ich die chronologiseche Ordnung meiner Versuche aufgegeben. 

2. Zeit der Injektion. Diese bedingt eine andere Variante 
des Ergebnisses, denn wenn die Injektion in den letzten Tagen 
der Hungerperiode (19—20 Tage) ausgefiihrt wird, so finde! 
sich 1! 2—2% Stunden danach das Glykogen nicht immer. vor, 
besonders nicht in den Muskeln: offenbar wird das neugebildete 
schnell wieder verzehrt.. In der Leber und der Lunge_ finde! 
sich Stiirke, trotz des Hungers, und ehe sich daraus Glykogen 
bilden kann, stirbt das Tier. 
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3. Menge der Starke. (Auf das Gewicht des Tieres bezogen.) 
Kine geringere Dosis beschleunigt die in der Figur schematisierten 
Vorgiinge (siehe unten). 

4. Eaxstirpation des Pankreas. Uunde, bei denen diese Ope- 
ration ausgefiihrt ist, zeigen eine Beschleunigung des Ubergangs 
von Stiirke in Glykogen und einen schnelleren Verbrauch des 
letzteren. 

18. V. 1906. Exstirpation der Pankreasdriise bei einer kleinen 
Hiindin. Zuckergehalt des Harns (1,20°/o). Keine Nahrung. 

22. V. Injektion von 250 cem Lésung, enthaltend 6 g Stirke. in 
die vena jugularis. 

23. V. Das Tier wird 24 Stunden nach der Injektion getétet. 

In der Milz ist nur Stirke vorhanden, aber in der Lunge und 
Leber ist sie mit der gleichen Menge Glykogen vermengt. In den Korper- 
muskeln und im Herzen ist sehr wenig Glykogen (0.09). Derjenige Zu- 
stand, der gew6hnlich 8—4 Tage nach der Injektion gefunden wird, zeigt 
sich hier schon 24 Stunden danach (ein wenig vor dem in Fig. IIL dar- 
cestellten Bilde). 

5. VI. 1906. 10 Tage vorher Entfernung des Pankreas bei einem 
jungen Hunde. Die Zuckermenge des Harns nimmt wiihrend der Hunger- 
periode ab bis auf O,09% Injektion von 800 com Loésung, enthaltend 
8 ¢ Stirke, in die jugularis. 

6.. 7., 8. VI. Im Urin weder Starke noch Derivate derselben nach- 
weisbar. Die Zackerausscheidung bleibt auf der geringen vorigen Hohe 
geringe Schwankungen um 0,0929/o), 

10. VI. 06. Der Hund stirbt. In der Lunge und Leber nur Spuren 
von Glykogen. In den Kérpermuskeln und im Herzen kein Glykogen. Die 
Stiirke ist auf die Milz (0,10) beschriinkt und in Spuren auch in der Leber, 
Das entstandene Glykogen ist offenbar schnell aufgebraucht worden, so 
daf’ nur Spuren oder keines mehr aufgefunden wird. 

Ks ist bemerkenswert, dafO der Harn keine Erhéhung des Zucker- 
gehalts aufweist. 


Allgemeine Betrachtungen. 


Als Resultat der obigen Versuche ergibt sich also, dab 
die ganze injizierte Stiirke, nachdem sie durch den Organismus 
durchgegangen ist, vorzugsweise in der Milz, der Leber und 
der Lunge fixiert wird, je nach der Menge und ihrer Bestiin- 
digkeit. Im Pankreas finden wir niemals Stiirke: man mub 
annehmen, hier eine im Verhiiltnis zur ganzen_ zirkulie- 
renden Menge geringe Quantitét abgelagert, aber schnell umge- 
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wandelt wird, und zwar vielleicht in Zucker, welcher wegen 
seiner geringen Menge unbemerkt bleibt. Aber wenn man erst 
Untersuchungen fiber das Verhalten des Traubenzuckers im 
Organismus nach der Injektion von Stiirke anstellen wird, so 
wird dieser Punkt auch wohl noch aufgeklirt werden. 

Im Gehirn ist keine Stiirke aufgefunden worden, obwoh| 
sie sicherlich dorthin gelangt, denn das Carotidenblut ist gleich 
nach der Injektion in die jugularis sehr reich an Stiirke. 

(im die Ablagerung der Stiirke in der Leber und der Milz 
deutlich zu machen, moéchte ich mich eines Beispiels bedienen, 
welches Prof. Straub bet einer Vorlesung in Neapel tiber die 
Herzeifte 1905 anfiihrte. Er sagte, dab bel einem durch Mus- 
carin geloteten Tier sich dieses Gift) fast aussehlieblich im 
Herzen vorfindet. In dieser Hinsicht wirkt das Herz auf das 
Blut, ebenso wie Schwefelkohlenstoff auf eine L6sung von Jodjod- 
wasserstoff. Letzterer fiirbt sich amethystblau, weil er das lod 
auufnimmel. Die wiisserige LOsung hingegen wird farblos. Sollie 
sich nicht die Leber und die Milz der Stiirke gegentiber ebenso 
verhalten ? 

Dies ist um so wahrscheinlicher, da man hier nicht die- 
jenige Funktion der Leber zur Erkliirung beiziehen kann, welche 
hei der enteiftenden Wirkung der Leber in Betracht kommt, 
welche zur Ablagerung des Quecksilbers und der Arsenverbin- 
dungen und der anderen Metalle und vieler Gifte fiihrt. — Denn 
die Stiirke wird nicht allein in der Leber abgelagert, sie bevor- 
zugt sogar noch ein wenig die Milz. 

Aber warum hiilt die Lunge die Stiirke zurtick ? 

Weil sie die erste Etappe und der erste Widerstand ist, 
dem die injizierte Stirke begegnet, so kénnte man vielleich! 
annehmen, dal sie sich auf rein mechanische Weise damil 
beliidt, denn — so kénnte man denken —- wenn der dicke 
Stiirkekleister keine t6dlichen Embolien verursacht, so wird er 
wohl schon beim ersten Widerstand, niimlich in der Lunge. 
teilweise mechanisch zuriickgehalten. Jedoch man ander- 
seits immer in Betracht ziehen, dab die Organe mikroskopisch 
keine) Veriinderungen erkennen lassen. Und aufberdem dar! 
man auch nicht tibersehen, dal die Stirkelésung alle Gewebe 
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durchdringt, zuniichst gleichmiibig verteilt, da sie dann in der 
Lunge verschwindet, wiihrend dort eine grobe Menge Glykogen 
entsteht. Dies legt den Gedanken nahe, dab die Zelltiitigkeit, 
wie wir auch gleich sehen werden, durch die injizierte Stirke 
beeinfluBt wird. Letztere kann daher nicht als ein indifferenter 
Embolus betrachtet werden. 

Von grober Bedeutung werden hier mikrochemische Unter- 
suchungen sein, die wir einer spiiteren Mitteilung vorbehalten. 


Injektion einer schwachen Stiarkelésung. 


Um indessen auch nach der chemischen Seite hin die 
Frage besser aufzukliiren, habe ich eine Lésung eingespritzt, 
die die Starke nicht nur suspendiert enthielt. Darum habe ich 
durch Kochen eine schwache L6sung bereitet, habe sie 2% bis 
is Stunden absetzen lassen und mit einem Heber die obere 
Schicht abgenommen, welche fast durchsichtig und schwach 
opalescierend war. Da die Menge der darin enthaltenen Stirke 
eine sehr geringe ist, habe ich eine Reithe intravendser Ein- 
spritzungen viele Tage hindurch bei hungernden Hunden aus- 
eefihrt. 

11.—2+. VI. Schwarze Hiindin. 10 Injektionen mit einer so be- 
reiteten Lésung. (Jedesmal 500 ccm einen um den anderen Tag.) Die 
Karenz beginnt nach der 3. Injektion. 

27. VI. 13 Tage nach Beginn der Karenz, 3 Tage nach der letzten 
Injektion, wurde der Hund getétet. Es findet sich Stiirke in der Milz, 
merkliche Spuren. In der Lunge 0,135 g Glykogen (0,24°/o). Im Herzen 
0.40 Glykogen; in den Muskeln etwas Glykogen weniger als O,19/o; im 
Blat Spuren von Glykogen. Wie ersichtlich, ist dies der Befund, der in 
hiv. 6 dargestellt ist, welchen man zuerst vielleicht durch die kleine 
Dosis Stiirke erhalten hatte. 

Diese Versuche scheinen eine wirkliche aktive Fixierung 
der Stiirke von seiten der Milz, der Leber und der Lunge 
zi beweisen. 


Umwandlung der Stirke in Glykogen. 


Dali es sich um eine aktive Fixierung der Stirke handelt, 
bedingt durch die Zelltiitigkeit der 3 obengenannten Organe, 
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wird bewiesen durch die augenscheinliche Umwandlung dey 
Stirke in Glykogen. 

Nach dem Mitgeteilten kann man diese Umwandlung nic|y! 
mehr in Zweifel ziehen. Das Tier behiilt die ganze eingespritz{e 
Stiirke. Freilich verschwindet sie geheimnisvollerweise aus 
dem Pankreas, aber die in den andern Organen abgelagerte 
bleibt und die Sifte schaffen sie nicht fort. 

Nach und nach bemerkt man, neben Stiirke. 
welche abnimmt, das Glykogen erscheint. Es gibt) gewisse 
Stadien, in denen das Glykogen im Muskelgewebe und in andere) 
Organen, die seiner bediirfen, fehlt und in denen es sich trotz- 
dem in Leber und Lunge anhiiuft. Hier wiirde es wohl ganz 
aufvezehrt werden, um das Tier zu ernihren, wenn dieses zu 
seiner Erhaltung nicht noch anderer Stoffe bediirfte. (Siehe 
Experimente tber Verteilung der Stiirke 8—10 Tage nach der 
Injektion.) Auberdem finden wir jetzt statt der Spuren yon 
Stiirke in den Nieren, im Magen und Darm, und sogar in den 
Muskeln das Glykogen, welches in den Nieren  wenigstcus 
physiologisch ganz minimal ist (siehe die Experimente tiber cic 
Verteilung der Starke 2% Stunden nach der Injektion). Man 
voraussetzen, dab dieses Glykogen nun allméhlich autye- 
zelirt wird, weil es sich nicht mehr nachweisen 

In den letzten Tagen, wenn die Starke sich in ihr letztes 
Bollwerk, die Milz, zurtickgezogen hat und in der Leber dis 
Glykogen iiberwiegt, geht davon wohl ein wenig in das blut 
iiber und verteilt sich auf die verschiedenen Organe, die es 
gierig aufsaugen. In der Tat findet sich ein wenig Stiirke in 
Blut 8—10O Tage nach der letzten Stirkeinjektion. Ich setze 
voraus, dab die Stiirke, die in das Pankreas gelangt, eine intra- 
celluliire Verdauung erleidet, und dab der daraus gebildcte 
Traubenzucker, dessen Menge tbrigens nur gering ist, zuriich- 
behalten und in Glykogen verwandelt wird. Aus meinen Ver- 
suchen ergibt sich freilich kein Anhalt hierfiir, denn das Pankreas 
verhielt sich immer indifferent. 

Aber die Bildung des Glykogens aus dem reichen Vorrat 
an Stiirke, der den Organzellen zur Verfiigung steht, geht sicher 
in den Organen vor sich. Man ersieht es aus der anormalen 
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und ungleichmaBigen Verteilung des Glykogens in den Geweben. 
Ks gewinnt die Position und zwar beinahe in denselben Pro- 
portionen, welche friiher die Stirke innehatte, und nur aus 
der Milz kann es die Starke nicht vertreiben. 

Auch kann man nicht etwa annehmen, dafi die in den 
verschiedenen Organen abgelagerte Starke in den Darm gelangt, 
dort verdaut wird und dann als Traubenzucker wieder resor- 
biert und von den Organen in Glykogen verwandelt wird. Wir 
haben gefunden, dafi die Stiirke léngere Zeit in den Organen 
bleibt, und am Ende war der Darminhalt der hungernden Tiere, 
wie oben gesagt, immer fret von Kohlehydraten. Und wenn 
sich auch durch diese Annahme die Anhiiufung des Glykogens in 
der Leber erkliiren wiiree, so bliebe doch die ungewohnlich 
reichliche Produktion des Glykogens in der Lunge und im Herzen 
und das merkliche Auftreten des Glykogens in Organen, die es 
sonst nicht oder nur in Spuren enthalten, vollig unerklérlich. 

Es ist unbestreitbar, daB diejenigen Organe, welche ge- 
wohnlich und vorwiegend glykogenbildend sind, auch haupt- 
siichlich die Starke in Glykogen umwandeln, mit Ausnahme 
vielleicht der Lunge, welche, wenn auch nicht arm an Glykogen, 
doch auch nicht wirklich reich daran ist. 

Um eine deutliche Vorstellung von der Bildung des Glykogens 
ius Stirke zu geben, habe ich folgende Experimente an Muskeln 
ungestellt. 

16. Marz 1906. Hiindin von #4 kg, Karenzzeit 9 Tage. Amputation 
des Oberschenkels. Blutstillung durch Abschniirung. 

Feststellung des Glykogengehalts des Muskels (0,14°/0).  Injektion 
von 180 cem Lésung, enthaltend 5g Starke. Sofort danach Amputation 
des andern Oberschenkels. Das Glykogen hat zugenommen (0,26°o). Dies 
Kxperiment geht zeitlich den schon erwiéhnten voran. Aber wire es 
auch negativ ausgefallen, so kénnte es doch die vorher und nachher er- 
haltenen Resultate nicht beeintriichtigen, denn das aus der Stiirke ge- 
bildete Glykogen kénnte schnel! durch den Stoffwechsel in den Muskeln 
aufgebraucht sein. 

Wahrscheinlich verwandelt die Zelltiitigkeit die Stiirke in 
Glykogen, durch stereochemische Umsetzung, und durch mole- 
kulare Umlagerung und Wiederaufbau: 

A. 5[n(1082)C,H,,0,] -= (5?) CH, 
Starke Glykogen 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. L. 7 
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Die Stirke ist also eine Substanz, welche fahig ist, ihre 
Kigenschaft als pflanzliche Stirke zu verlieren und die einer 
tierischen Stiirke (d. h. Glykogens, mit andern Worten) anzu- 
nehmen, und dies geschieht nach Injektion in den Kreislauf 

Es bedingt einen grofen Unterschied, ob man die Stiirke- 
losung in den Magen eingibt, wo die Verdauungsfermente sic 
angreifen, thre chemische Konstitution zerstOren in 
Zucker verwandeln, ehe sie ins Blut tibergeht: oder ob man 
sie direkt in das Blut einftihrt und sie so vor den obengenannten 
Fermenten schiitzt. 

Es ist richtig, dai auch andere Kohlehydrate, in den Kreis- 
lauf eingefiihrt, das Glykogen in der Leber vermehren konnen 
(Glukose, vielleicht Liivulose [Voit')|): Saecharose, welche bei 
direkter Injektion in einen Ast der Pfortader eine Vermehruny 
des Glykogens herbeifiihrte. (Jappelli e D’Errico.?) Aber die 
Zunahme ist immer gering, und beinahe die ganze Menge dieser 
in den Kreislauf eingefiihrten Kohlehydrate wird besonders durch: 
den Urin wieder ausgeschieden. (Bernard. ) 

Als wesentlichstes Resultat der Untersuchungen tiber die 
Umwandlung von Stirke in Glykogen ergibt sich die Tatsache. 
daB das Glykogen in den verschiedenen Organen ge- 
bildet werden kann und dah es nicht allein in der Leber 
entsteht, um von hier, wie Kaufmann’) es wollte, auf dem 
Weve des Blutes in die anderen Organe iibergefiihrt zu werden. 

Die Glykogenbildung ist vielmehr eine allgemeine Funktion 
des Protoplasmas: es ist nicht nur beim Embryo allen 
Geweben zu finden, sondern man konnte auch vielleicht er- 
warten, dab das Blut eine viel grObere Menge davon enthielte, 
wenn es durch den Kreislauf aus der Leber den Muskeln zuge- 
fiihrt wiirde. 

Wie schon gesagt, geschieht dies letztere nur bei den 
letzten Anstrengungen des Organismus gegen die Folgen des 
fortgesetzten Hungerns. 


Uber die Glykogenbildung nach Aufnahme verschiedener Zucker- 
arten (Zeitschrift f. Biol, Bd. XVII, 1892). 

*) Sul destino del Saccharosio. Atti R. Acc. di Med. di Napoli 1903. 

%, Comptes Rendus de la Société de Biologie, 1895. 
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Ferner ist bewiesen, dal unter besondern Bedingungen 
das Glykogen bei erwachsenen Tieren auch in solchen Geweben 
auftreten kann, die sonst keines enthalten. Barfurth?!) experi- 
mentierte mit Froschen, in denen eine starke Zufiihrung von 
Kohlehydraten das Glykogen an Orten auftreten lieb, welche ge- 
wohnlich keines enthalten. Dies wire nicht zu erkliiren, wenn das 
Glykogen sich nur in der Leber bildete und sich dann in den 
Geweben verteilte. 

Auch meine Versuche zeigen das Auftreten des Glykogens 
in Organen, die normalerweise nur Spuren davon enthalten. 

Das Glykogen stellt also die Ruheform der Kohlehydrate 
des Organismus vor zum Unterschied von der Glukose, welche 
die bewegliche und zirkulierende Form ist. (cf. Dastre.?) 

Ein anderes Ergebnis meiner Untersuchungen, welches ich 
aber nur kurz andeuten moéchte, bezieht sich auf die Entstehung 
des Glykogens durch Wasseraustritt aus anderen Kohlehydraten. 
Meine Versuche beweisen die Entstehung des Giykogens aus 
einer anderen Kohlehydratgruppe und sie widersprechen der 
Anschauung, dai die Kohlehydrate die Anhiiufung des Glykogens 
nur dadurch zustande bringen, sie infolge der eigenen 
Oxydation das Glykogen vor Zersetzung schitzen. 

Kin anderes Resultat ist folzendes: Bei den ihres Pankreas 
beraubten Hunden verschwindet das neugebildete Glykogen sehr 
schnell und das ist eine Stiitze fiir die Ansicht von Montuor|, 
nach -welcher das Pankreas auf die Umwandlung des Glykogens 
in Zucker eine hemmende Wirkung ausibt. 


Untersuchungen im Thermostaten tiber die Wirkung 
verschiedener Organe und Gewebe auf Starke und 
das aus der Stirke gebildete Glykogen. 


Durch Injektion der Stirke ins Blut entzog ich sie natiir- 
lich der Wirkung der Darmfermente, aber man nimmt bekanntlich 
auch im Blute und in den Geweben das Vorkommen_ einer 


') Vergleichend histochemische Untersuchungen. Uber das Glykogen. 
(Arch, f. mikr. Anat. 1885). 

*) Sur la doctrine du glycogéne fixe non circulant (C. r, de la 5. 
de Biol., 1893). 
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Amylase an. In der Tat geniigt es, geringe Mengen tierischer 
Gewebe mit Stiirkekleister unter antiseptischen Kautelen im 
Thermostaten zu digerieren, um eine Verzuckerung der Stiirke 
zu bewirken. 

Ich berichte kurz tiber einige Versuche, bei welchen ich 
verschiedene Organe (Muskeln, Milz, Blut, Leber und Mischung 
verschiedener Organe) bei 37° im Thermostaten bei Gegenwart 
von Chloroform und Toluol mit Stiérkelésung  zusammen- 
gebracht habe. 

Die Stiirrke verschwand in wenig Stunden, aber es war 
mir nicht moglich, in’ der Mischung das Glykogen nachzu- 
weisen. 

Mechrere Male habe ich in den Thermostaten Stiicke Leber 
mit Zusatz von Toluol eingelegt, die durch kiirzlich gemachte 
Injektionen mit Stiirke erfiillt waren.  Jene Stiicke waren, wie 
ich wubte, reich an Stiirke, aber es geniigte ein Verweilen von 
wenigen Stunden im ‘Thermostaten, um jede Spur von Starke 
zum Verschwinden zu bringen. Bei gewohnlicher Temperatur 
zeiete sich diese Erscheinung nicht. 

Augenscheinlich bleibt die Stiirke beim lebenden Tier in 
der Leber lange Zeit, 6—7 Tage, oder auch unbegrenzt lange, 
wenn das Tier ernihrt wird. 

Die Befunde in vitro sind also gar nicht in Ubereinstimmung 
mit den Befunden am lebenden Tier. leh habe allerdings bei 
der Injektion in das Blut die Starke vor der Beriihrung mit 
Amylasen oder wenigstens mit ahniichen Substanzen zu 
schiitzen gesucht. 

Aber es erhebt sich hier die Frage, ob sich im lebenden 
Organismus ein Antiferment biidet, oder ob die Amylasen 
der Gewebe ein postmortales Produkt sind. 

Man darf annehmen, dafi das Verschwinden der Stérke 
becinfluBl wird durch die Zelltiitigkeit als soleche, oder durch 
deren Produkte, nach Seegen soll ja sogar eine Losung von 
Albumin fihig sein, das Glykogen zu spalten (was aber von 
anderen Autoren bestritten wird), und deshalb vielleicht auch 
die Stiirke, welche ersterem so ahnlich ist. 

Das Glykogen hat dasselbe Schicksal in vitro, wie die 
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Stiirke. Es verschwindet nach dem Tode aus den Organen und 
zwar bei giinstiger Temperatur ganz schnell. 

Auch in bezug auf das Glykogen hat man seit Bernard 
geglaubt, daBb es durch ein amylaseartiges Ferment in Zucker 
verwandelt wiirde, aber diese Ansicht, dab es ein Enzym sei, 
welches das Glykogen zerstort, wird wieder von manchen be- 
stritten. 

Paton!) fihrt dagegen an, dab durch die Leber in vitro 
erst eine schnelle Umwandlung des Glykogens in Glukose ein- 
tritt, die dann aber fast ganz aufhort, dies sei bedingt durch 
die noch lebenden Zellen. Wenn man jedoch nun Stolfe zu- 
fiigt, die das Protoplasma, aber nicht die Enzyme liihmen 
(Chloroform, Fluornatrium), so ist die Zersetzung des Glykogens 
eine langsamere. Arthus und Huber hatten friiher  freilich 
nach Zusatz von Fluornatrium das Gegenteil beobachtet. Diese 
Ansichten von Paton werden teilweise durch meine eigenen 
noch unverodffentlichen Untersuchungen. bestiitigt. 

Auch kann der unbestreitbare EinfluB, den die Reizung 
des Plexus coeliacus (Cavazzani), oder die elektrische Reizung 
der Leber (Montuori) oder die Reizung des Vagus (Butte) 
auf die glykogene Funktion ausiibt, nicht erkliirt werden, wenn 
es sich um ein Ferment handeln wiirde. 

In den vom lebenden Tier entnommenen und bei 15° ge- 
haltenen Muskeln findet freilich nicht wie bei der Leber jene 
rasche Zersetzung des Glykogens statt, auf welche Paton 
hinweist, sondern dieselbe verléuft sehr langsam (unverdffent- 
lichte eigene Versuche). 

Dem Einwand, dafi das Glykogen durch das Ferment fort- 
wihrend zerstOrt wird, begegnen die Anhiinger der Ferment- 
lehre damit, daB es im lebenden Organismus auch fortwihrend 
erneuert wird, was natiirlich in vitro nicht der Fall ist. Diese 
Anschauung ist aber nach meiner Erfahrung an der Stiirke 
nicht aufrechtzuerhalten, denn wenn wir einerseits Stiirke ein- 
spritzen und sie in bestimmten Organen noch nach vielen Tagen 

') Uber das Verhalten des Glykogens in der Leber, Malys Jahresb., 
Bd. 1895. 
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wiederfinden, wihrend andererseits dieselben Organe, mit Starke 
beladen und in den Thermostaten gebracht, sich schnell davon 
befreien, so ist es doch nicht mdglich, dies durch einen stirke- 
bildenden Prozeb, welcher die zersetzte Stirke regeneriert. zu 
erkliiren! 

Vielleicht kOnnten wir das Problem Jésen, wenn wir das 
Gilykogen, das sich in einem bestimmten Moment in der Leber 
bildet, bezeichnen und in seiner Entwicklung verfolgen konnten, 
unabhiingig von dem Glykogen, welehes dazu kommt und uns 
stort, so wie es Cohnheim mit den Leucocyten machte, die 
er mit Zinnober farbte und durch alle Phasen verfolgte. 

Mit der Stiirke, einer dem Organismus fremden Substanz, 
glaube ich diesen Zweck erreichen zu konnen, weil wir den 
Moment kennen, in dem sie in die Organe eintritt, und wir 
sie nicht aus den Augen verlieren. Man kann das Verhalten 
des Glykogens als analog und parallel dem der Stiirke an- 
nehmen, mit welcher das Glykogen unbestreitbare Abnlichkeiten 
besitzt. 

Kine weitere Aufklirung dieses Punktes wird durch das 
Verhalten der Glykose nach Injektion von Stiirke gegeben werden. 

Wenn man nach dem Gesagten annehmen darf, daB eine 
wirkliche Zelltiitigkeit: die Stirke beeinfluBt und sie in Glykogen 
umwandelt, und daBb nur, wenn die Zellen sich zersetzen, eine 
fermentative Substanz, die man auch Amylase nennen kann, 
entsteht, die schnell die Stiirke zersetzt, so ist kein Grund, das- 
selbe nicht auch fiir das Glykogen anzunehmen. Die Substanz, 
die es zerstort, entsteht erst nach dem Tode (wie schon Pavy 
behauptete), so da man zugeben mub, daB das Ferment post- 
mortal gebildet werden kann -—— wie auch vielleicht aus den Unter- 
suchungen von Albertoni hervorgeht,') welcher beinahe keinen 
Zucker aus der lebenden Leber erhalten konnte. 

Wenn man bedenkt, dab sich die Lunge, welche keine 
hedeutende fermentative Tiitigkeit besitzt, ebenso verhilt wie 
die Leber, so ist es noch iiberzeugender. 

Ich leugne andrerseits nicht, dali die Verschiedenheit der 


') Sul contegno e sull’ azione degli zuccheri nell’ Organismo VIII 


Comunic. R. Ace. Bologna 1905, 
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Resultate in vivo und in vitro durch ein Antiferment  erklirt 
werden konnen, welches, von einem noch unbestimmten Organ 
ausgeschieden, der zuckerbildenden Funktion entgegenwirkt, ohne 
sie ganz zu unterdriicken, und welches natiirlich bei den Ver- 
suchen in vitro fehlt. Diese Annahme konnte dadurch unter- 
-tiitzt werden, dai bei den Hunden ohne Pankreas die Um- 
wandlung der Stiirke in Glykogen und der Verbrauch des letzteren 
beschleunigt ist, obwohl sie nie die Schnelligkeit der Zersetzung 
erreicht, die in vitro stattfindet. 

Ubertriigt man diese Betrachtungen von der Stiirke auf 
das Glykogen, so kann man als Ergebnis meiner Untersuchungen 
die Umwandlung des Glykogens in Traubenzucker im Organismus 
erkliren, indem man sie entweder ganz der Zelltiitigkeit oder 
einem Ferment zuschreibt, dessen Wirksamkeit iiber die eines 
Antiferments tiberwiegt. Doch labt der Einwand bezug auf 
die fermentative Triigheit der Lunge, die EKinwirkung des elek- 
trischen Stromes auf die Umwandlung des Glykogens in Glukose 
in der Leber, die Analogie der Stiirke, die sich im Leben lingere 
Zeit in gewissen Organen aufspeichert und dort in Glykogen 
verwandelt, welches dann sicher aufgezehrt wird, die Schwierig- 
keit, die Art und Grenzen des Antiferments zu bestimmen, mehr 
zit der Annahme der Zelltiitigkeit allein hinneigen. Und wenn 
sich weiterhin bei meinen Versuchen mit Hunden, denen die 
Pankreasdriise entfernt wurde, ein’ EinflujB des Pankreas auf 
das Glykogen der Leber zeigte, so kann man das auch er- 
kléren, wenn man annimmt, dai das Pankreas durch innere Se- 
kretion eine Substanz ausscheidet, welche auf die lebenden 
Zellen der Leber einwirkt. 

Luciani!) sagt: «die Lehre, dab die glykogene Funktion 
der Leber nicht durch ein spezielles losliches Enzym, sondern 
durch den Stoffwechsel der Leberzellen bewirkt wird, unter- 
stiitzt die Lehre von Bernard (der freilich an der Euzymwirkung 
festgehalten hatte), dali sie als eine innere Sekretion angesehen 
werden mub.» Er versteht hierbei unter glykogener Funktion 
das Wort im weitesten Sinne, nicht nur Umwandlung des Gly- 
kogens in Zucker, sondern auch Bildung des Glykogens selbst. 


Fisiologia dell’uomo, pag. 797, Milano 1901, 
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Diesen Lehrsatz unterstiitzen auBer den angefiihrten, nur 
teilweise besprochenen Versuchen anderer Autoren auch, wie 
ich glaube, meine Untersuchungen tiber die Starke. Sie be- 
stiitigen viele friiheren schon iiber das Glykogen der Leber ge- 
machten Versuche, in anbetracht der groben chemischen — und 
nach meinen Versuchen auch biologischen — Analogie zwischen 
Glykogen und Stirke. 


Zur Frage iber die Einwirkung von Reduktionsmitteln auf 
Cholsaure. 


Von 
Alfr. Ekbom. 


(Der Redaktion zugegangen am 29, Oktober 1906.) 


Zahlreich sind die Versuche iiber die Einwirkung von 
Qxydationsmitteln auf Cholsaéure, welche aus HKindergalle dar- 
gestellt ist; die Experimente haben jedoch das Problem von der 
Konstitution dieser Siiure nicht ldsen kénnen. Ebenso sind auch 
verschiedene Reduktionsversuche mit Cholsiure ausgefiihrt wor- 
den; tiber die Konstitutionsfrage haben dieselben aber noch 
weniger Klarheit bringen konnen. 

Es war, als ich die Untersuchungen iiber die chemische 
Natur der Cholsiiure begann, meine Absicht, durch Wegnahme 
yon Hydroxylgruppen mittels alkalischer Reduktionsmittel — bis- 
her hatte man geglaubt, nur eine Hydroxylgruppe durch solche 
Mittel entfernen zu konnen (Vahlen und Mylius)!) — eine 
Siure darzustellen, die nur die Carboxylgruppe enthielt. Mit 
dieser Sure hiitte ich wahrscheinlich einen Einblick in die kon- 
stitutive Zusammensetzung der Cholséure erhalten kénnen. Bald 
fand ich jedoch, dal die friiheren Arbeiten, auf welche ich mich 
verlassen hatte, einer erneuerten Priifung sehr bediirftig waren, 
und aus dem Grunde mubte ich eine Revision der Arbeiten ber 
die Reduktion der Cholsiiure ausfiihren. 

Diejenigen Reduktionsexperimente mit Cholséure, welche 
init Hilfe von Zinkstaub von Destrem?) und Pregl,%) sowie 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXII, 5. 99, und Ber. d. Deutsch. chem. 
(res., Bd. XIX, 1, 8. 374. 

*) Bulletin Soc. chim., Bd. XXXVIII, 5. 187, und C. R., Bd. LXXXVIL, 
>. 880. 

3) Pfliigers Archiv, Bd. LXXI, 8. 303. 
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mit Jodwasserstoffsiure von Pregl") ausgefiihrt worden. sind 
und welche nur amorphe, nicht reine Produkte gegeben hatten, 
kann ich beiseite lassen und ich werde in dem folgenden nur die 
anderen Reduktionsversuche kritisch priifen, welche zur Isolie- 
rung von angeblich krystallisterenden Verbindungen geftihrt haben, 

KF. Mylius?) fand im Jahre 1886, dab, wenn Cholsiiure 
mit Pankreasdrtisen in Fitulnis gebracht wird, Desoxycholsiiure 
entsteht. 

Elf Jahre spiiter beschrieb Vahlen*) seine mit) anorga- 
nischen Reduktionsmitteln ausgefiihrten Experimente der 
Cholsiiure wie folgt: «leh entschloB mich um so lieber dazu. 
da man bisher bei dem Studium der Cholsiure hauptsidchlich 
oxydierende Mittel auf sie hat einwirken lassen und wo man 
sie mit reduzierenden Mitteln angrilf, dieselben sofort so 
energischer Weise in Anwendung brachte, dab das ganze Molekiil 
dabei in Stiicke ging.» 4) 

Vahlen behauptet auf Grund seiner Versuche, dab Des- 
oxycholsiiure entstehe, wenn Cholsaure, in Ammoniak gelost, 
und Zinkstaub einige Tage bei Zimmertemperatur auf einander 
einwirken, und dieselbe Siure erhielt er ferner, als er Cholsiiure, 
Z7inkstaub und Kisessig in der Wiirme auf einander einwirken 
lie}. Naeh ihm soll aber Zinkstaub in ammoniakalischer Losung 
sehr viel energischer als in essigsaurer einwirken, well selbst 
miiBiges Erhitzen auf dem Wasserbad die Reaktion in jenem 
Falle bald so weit fiihrt, daB in der vom tiberschtissigen Zink- 
pulver abfiltrierten Fliissigkeit mit Salzsiure keine harzigen 
Fiillungen mehr zu bekommen sind. Das Verhalten der Chol- 
siiure zu Zink und Essigsiiure betreffend, schreibt Vahlen: 
«Nachdem ich mir Cholsiiure durch Verseifen von Ochsengalle 
mit Natronlauge dargestellt hatte und dann durch Aufl6sen in 
Ammoniak und Fiillen mit Chlorbaryum von Choleinsiure befreit 
hatte, lOste ich sie in kochendem Eisessig und fiigte Zinkstaub 


Pfliigers Archiv, Bd. LXXI, S. 303, und LXXIL, S. 266, 

2) Ber. d. Deutsch. chem, Ges., Bd. XIX, 1, 5S. 374. 

3) Diese Zeitschrift, Bd. XXIU, 8. 99. 

*) Auf welche Untersuchung Vahlen mit diesen Worten hindeute!, 


habe ich nicht ermitteln kOnnen. 
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hinzu. Darauf wurde sie auf kleiner Flamme mehrere Stunden 
am RiickfluBkiihler erwiarmt. Erhitzt man zu stark, so wird sehr 
rasch die gesamte Cholsdure in einer Weise veriandert, dab aus 
der verdiinnten und neutralisierten Losung auf Zusatz von Salz- 
siure iberhaupt keine Fallung mehr entsteht. Andrerseits geht 
die Reaktion auf dem Wasserbade nur duBberst langsam vor 
sich, Nach mehreren Stunden filtriert man die eisessigsaure 
Lisung vom iibriggebliebenen Zinkpulver ab und verdiinnt mit 
dem mehrfachen Volumen Wasser. Dabei scheidet sich die Chol- 
siure sofort in der bekannten harzigen Weise aus. Nun wurde 
sie naeh wiederholtem Auswaschen in Ammoniak und 
mit Chlorbaryum gefallt. Ks entsteht sofort ein Niederschlag 
oder eine reichliche, milchige Triibung, die sich nach einiger 
Zeit als amorpher Niederschlag absetzt. Dieser ist das Barytsalz 
einer durch Reduktion aus der Cholsaéure entstandenen Siiure. » 
Dieses Baryumsalz zerlegt Vahlen mit Sodalo6sung und im Fil- 
tral von Baryumearbonat stellt er durch Salzsiiure die freie 
dar; nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Eisessig 
sclmolz die Siéiure bei 140—145°. Aus diesem nicht scharfen 
Schmelzpunkt und aus nur einer Analyse schliebt Vahlen, 
dali die so gewonnene Siure Desoxycholsiiure ist. 

Pregl!) hat sich sodann mit den alkalischen Keduktions- 
experimenten Vahlens beschiéftigt und dabei gefunden, dah 
keine wasserléslichen Siiuren entstehen, «wohl aber, dab bei 
linverem Erwiirmen oder Kochen der ammoniakalischen Losung 
von Cholséure und Zinkstaub das sogar krystallisierte Zinksalz 
der organischen Siure ausfillt infolge Ammoniakverlustes der 
Losung, denn durch einen neuerlichen Ammoniakzusatz vermag 
man das Ausgefallene wieder in Losung zu bringen, worauf 
neverliches Kochen wieder Fiillung bewirkt». Wenn ich Pregl] 
richtig verstanden habe, scheint er also der Ansicht zu sein, 
dal das sogar krystallisierte Zinksalz der organischen 
das Zinksalz der Desoxycholsiiure gewesen ist. : 

Es folgt also aus den Untersuchungen von Mylius, Vahlen 


') Sitzungsberichte der kaiserlichen Akademie der Wissenschaften 
Wien), Bd. S. 105d. 
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und Pregl, daf bei der Reduktion von Cholsiure immer, 
Desoxycholsiure entsteht. 

Hiermit gehe ich zu meinen eigenen Arbeiten iiber und 
gebe zuerst eine Ubersicht der Resultate. 

Das Faulnisexperiment von Mylius habe ich wiederholt, 
habe jedoch bisher nicht das Entstehen von Desoxycholsiiure 
konstatieren konnen. Chlorbaryumloésung gab  freilich einen 
Niederschlag, aber dieser enthielt nur Fettséiuren. Es ist meine 
Absicht, in einer folgenden Arbeit ausfiibrlich tiber dieses [y- 
periment berichten. 

Die Experimente Vahlens mit Ammoniak und Zinkstaul 
sind auch von mir nachgepriift worden. Dabei habe ich gefunden, 
dab konzentriertes Ammoniak und Zinkstaub weder bei Zimmer- 
temperatur wiihrend 6 Tagen noch bei 75° wiihrend 7 Stunden 
auf Cholsiiure einwirken. Die urspriingliche Cholséure wurde 
fast quantitativ unveriindert wieder erhalten. 

Weiter sind Versuche iiber die Einwirkung von Zink und 
Natriumhydratlbsung ebenso wie von Schwefelwasserstoff aut 
Cholsiiure ausgefiihrt worden, Die Experimente mit Zinkstaub 
und Natriumhydratldsung, welche bei verschiedenen Konzeutra- 
tionen, sowohl bei Zimmertemperatur wie bei Siedetemperatur 
des Wassers wiihrend wechselnder Zeiten vorgenommen wurden, 
zeigten wie das Experiment mit Schwefelwasserstoll, dab dicse 
Reduktionsmittel nicht auf Cholsiiure einwirken ; auch hier wurde 
die urspriingliche Saure fast vollstaindig wieder gewonnen. 

Endlich habe ich metallisches Natrium und 99°/oigen 
siedenden Alkohol auf Cholsiiure einwirken lassen. Auch hier 
konnte ich keine Reduktion beobachten; ich erhielt das urspriing- 
liche Material fast vollsténdig wieder. 

Ich habe auch die Experimente Vahlens mit Zink, bis- 
essig und Cholsiiure nachgemacht. Bei meinen Versuchen habe 
ich indessen der Kontrolle halber die Cholsiiure nicht nur mit 
Eisessiy und Zinkstaub, sondern auch mit Eisessig allein wiaili- 
rend wechselnder Zeit zum Sieden erhitzt, und ich machte dale 
die unerwartete Erfahrung, daB das Resultat in beiden Fallen 
dasselbe blieb. Das Rohprodukt, welches nicht die Myliussche 
Cholsiiurereaktion gab, wog immer mehr, als die in Arbeit ge- 
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yormmene Cholsiure und es stellte ein Gemenge von zwei Sub- 
-tanzen dar. Die eine, welche in verhiiltnismiibig kleiner Menge 
sch vorfand, gab eine in Wasser schwer loésliche Baryumver- 
pindung; die Baryumverbindung der anderen, welche die Haupt- 
masse darstellte, war dagegen in Wasser leicht lOslich. Da die 
Versuche mit oder ohne Zinkstaub stets unter sonst denselben 
Bedingungen ausgefiihrt wurden und dasselbe Produkt leferten, 
konnte es offenbar nicht um eine Reduktion der Cholsiiure zu 
Pesoxycholsiiure sich handeln. In Anbetracht dessen, daf das 
hohprodukt immer mehr als das A\usgangsmaterial wog, hatte 
man entweder an eine molekulare Verbindung zwischen Chol- 
siure und Kisessig oder an die Entstehung von Acetylderivaten 
zi denken. Die weitere Untersuchung zeigte nun, dali das letztere 
tatsiichlich der Fall war. Diejenige Substanz, welche eine prak- 
tisch unlésliche Barvumyverbindung gab und aus diesem Grunde 
lecht mit Desoxycholsiiure verwechselt werden kounte, erwies 
sich als ein Gemenge von Acetylderivaten. Die andere, welche 
eine leichtlésliche Baryumverbindung gab, war ein Monoacetyl- 
derivat. Diese Derivate sind dadurch entstanden, dali eine oder 
zwei der Hydroxylgruppen der Cholsiure gegen die Gruppe 
CH.COO ausgetauscht worden sind. 

Ich habe also niemals eine Reduktion von Cholsiiure und 
jie Bildung von Desoxycholsaure beobachten koinen. 


Experimentelles. 


Die zu den Versuchen verwandte Cholsiure ist von meinem 
hochgesehiitzten, leider zu friih verstorbenen Lehrer Prof. P. 
T. Cleve dargestellt worden. Sie zeigte nach Umkrystaillisieren 
aus Alkohol den Schmelzpunkt 195—196°.!) Der Zinkstaub und 

Bondi und Miller (Diese Zeitschrift, Bd. XLVII, S. #99) be- 
haupten, daf§ der Schmelzpunkt der Cholsiure ber 198° hegt. Sie 
batten Cholsiure von diesem Schmelzpunkte dadurch erhalten, dah sie 
(holsiure von dem Schmelzpunkte 194° 4 Stunden mit 10° viger Natrium- 
ivdratlésung kochten und dann die Lésung mit Chlorwasserstoffsiure 
Versetzten. Ich habe diese Versuche nachzumachen versucht. aber ohne 
Beim Sieden am Rickflufkiihler von 25 cem 9,7 °/oiger Natrium- 
hvdratlisung und g, 0.7 g. 0,5 g Cholsiure resp. schieden sich 
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der Eisessig waren von Kahlbaum bezogen; der Zinkstay}) 
enthielt 88,78" 9 Zink (nach der Methode von Klemp, Z. 
anal. Chemie 29, bestimmt) und der Eisessig besab den 
ligen Siedepunkt. Simtliche diese Praparate sind von meinem 
gegenwirtigen, hochverehrten Lehrer, Professor O. Hammar- 
sten, welcher mir auch einen Arbeitsplatz in seinem Laho- 
ratorium gegeben hat, zu meiner Verfiigung gestellt worden, 
Ich benutze diese Gelegenheit, um ihm sowohl hierfiir wie auch 
fiir das Interesse, mit welehem er meiner Arbeit gefolgt ist, 
und die Aufklirungen und Ratschliige, die er mir bei dem theo- 
retischen und dem praktisch miihsamen Studium der interessanten, 
aber sehr verwickelten Chemie der Gallensiiuren gegeben hat, 
meiner warmen und herzlichen Dank auszusprechen. 


I. Reduktionsversuche bei alkalischer Reaktion. 


Zu diesen Versuchen ist bei 120-—130° getrocknete Chol- 
siiure benutzt worden und ich will schon hier die Aufmerksam- 
keit’ hierauf lenken, weil die zuriickgewonnene Cholsiiure immer 
als krystulalkoholhaltig gewogen worden ist und weil es sonst 
unverstiindlich ist, da’ die zuriickgewonnene Cholsiiure regel- 
mibig ein wenig mehr als die verwandte wog — I g wasser- 
oder alkoholfreie Cholsiiure entspricht niimlich 1,11 g krystall- 
alkoholhaltiger Siiure. Die Rohprodukte — durch Ausfailen mit 
Chlorwasserstoffsiiure (in allen Versuchen mit Ausnahme von den 
Experimente mit Schwefelwasserstoff), Auswaschen und Trocknen 
an der Luft erhalten — sind immer mit 99°/oigem Alkoho! in 
einem KOlbchen behandelt worden. Die Losung wurde dan 
nach passendem Konzentrieren filtriert und die aus derselben 
krystallisierende Substanz nach dem Trocknen zwischen Filtrier- 


lich reichlich Nadeln von Natriumcholat ab — beim Erkalten Jésten sich 
wieder die Nadeln — die nach etwa einer halben Stunde ein so _ hefliges 
Stofen verursachten, daf die Versuche nicht fortgesetzt werden konniten. 
Ich erhitzte aus dem Grunde die Cholsiure mit Natronlauge — 0,5 g Chol- 
siiure und 10 ccm der obigen Natriumhydratlésung — im Digestor die 
vorgeschriebene Zeit. Die so behandelte Cholsiure hatte fortwahrend 
den Schmelzpunkt 195—196° Ich jedoch betonen, daf ich 
diese Experimente fiir entscheidend halte. : 
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papier gewogen (die Krystalle nehmen beim Trocknen tiber 
Schwefelsiiure nicht an Gewicht ab). Filtrierpapier, Filtrum, 
Trichter und KrystallisationsgefaB wurden darauf mit 99°/oigem 
Alkohol ausgelaugt bezw. gewaschen, diese alkoholische Losung 
zur Mutterlauge der Krystalle gefiigt, alles im oben erwiihnten 
Kolbchen auf dem Wasserbade konzentriert, nach passender 
Konzentration filtriert und zur Krystallisation hingestellt. Das 
obige Verfahren wurde dann wiederholt, bis eine letzte Mutter- 
lauge, die nur eine sehr kleine Menge Gallensiure enthielt, 
iibrig blieb. Diese Mutterlauge wurde zum Trocknen abgedampft 
und der Riickstand mit Sodalésung versetzt. Aus der Lésung 
wurde (nach Filtrieren) die Gallensiure mit Chlorwasserstofl- 
siiure ausgefiilll, mit Wasser gewaschen und nach dem Trocknen 
an der Luft gewogen. 


A. Reduktionsversuche mit Cholsaure, Zink und 
Ammoniak,. 

Experiment 1. 1 g Cholséiure wurde in 25 cem konzen- 
triertem (O91 spez. Gew.) Ammoniak gelést und die Losung 
mit 5 g Zinkstaub versetat. Das Gemenge lief ich unter zwei- 
maligem tiiglichen Umschiitteln in einem verschlossenen Kolben 
bei Zimmertemperatur 5!/2 Tage lang stehen. Wahrend der Zeit 
der Einwirkung wurde eine sehr schwache Gasentwickelung 
beobachtet. Der Zinkriickstand wurde dann abfiltriert und das 
Kiltrat, wie oben erwihnt ist, behandelt. Das Gewicht des Roh- 
produktes, welches die Reaktion von Mylius gab, betrug 0,97 g. 
Dieses Produkt, in Alkohol gelést, gab 0,92 g (zwei Fraktionen) 
tetraedische Krystalle vom Schmelzpunkte 195—196°. Aus der 
Mutterlauge krystallisierten 0,05 g (2 Fr.1)) tetraedische Kry- 
stalle mit einem etwas niedrigeren Schmelzpunkte aus. Endlich 
wog die aus der letzten Mutterlauge abgeschiedene, amorphe 
Gallensiiture, welche die Reaktion von Mylius gab, 0,09 g. Ich 
habe also in diesem Experiment 0,97 g mit Alkohol krystalli- 
sierte Cholsiure und 0,09 g ausgefillte amorphe Cholsiure 
isoliert. 


') Ich bezeichne mit Fr. das Wort Fraktion. 
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Experiment 2. 2 ¢ Cholsiiure, 50 ecm konzentriertes 
moniak!) von OQYL spezifischem Gewicht und 10 g Zinkstaub 
wurden 7 Stunden Jang bei 75° am Riickflubkiihler erhitzt, 
Nach dem Erkalten, Filtrieren und Auswaschen wurde das |*\|- 
trat wie im Experiment f verarbeitet. Das Rohprodukt wog 
2,04 g und gab die Reaktion von Mylius. Beim Umkrystalli- 
sieren wurden zuerst 1,89 g (5 Fr.) tetraedische Krystalle yom 
Schmelzpunkt 195—196° gewonnen, dann schieden sich 0,06 ¢ 
(3 Fr.) tetraediseche Krystalle vom Schmelzpunkt 191—195°?) 
ub und weiter krystallisierten 0,04 ¢ (2 Fr.) tetraedische Krystaile, 
die bei etwa 190° schmolzen, aus. Sowohl diese als die Quan- 
titiit O.O8 welche die letzte Mutterlauge gab, zeigten die 
Reaktion von Mylius. Folglich haben wir in diesem Experi- 
mente 1.99 ¢ krystallisierte Cholsiiure und 0,08 g ausgefallics 
amorphes Produkt zurtickgewonnen. 


B. Reduktionsversuche mit Cholsiure, Zink und 
Natriumhydratlosung. 


Experiment 1. 1g Cholsiure wurde mit 25 cem 6°/olzer 
Natriumhydratlbsung und 3g Zinkstaub bei Zimmertemperatur 
in einem verschlossenen Kolben versetzt. Der Inhalt) wurde 
zwel- bis viermal des Tages geschiittelt, wobei eine schwaclic 
Gasentwickelung bemerkt wurde. Das Experiment dauerte einen 
Monat. Es wurde dann wie in den Experimenten mit Am- 
moniak verfahren. Das Gewicht des Rohproduktes betrug 1,05 ¢. 
Dieses Produkt, welches die Reaktion von Mylius zeigte, gab 
zuerst O83 g (2 Fr.) tetraedrische Krystalle vom Schmelzpunkt 
195—196°, dann O,15 g (4 Fr.) Krystalle vom Schmelzpunkt 
190—195°. Diese wie auch die aus der letzten Mutterlauge 
gewonnene Menge, 0,12 g, gaben die Jodcholsaéurereaktion yon 
Mylius. Also in diesem Experimente 0,98 g krystallisierte und 
0.12 ¢ amorphe Cholsiiure. 

Experiment 2. 1 g Cholsiure, 20 g 10°/oige Natriumhydrat- 


1) Nach dem Verlaufe von 5 Stunden wurden noch 20 cem zu- 


gesetzt. 
*) Diese Zahlen geben den niedrigsten und den héchsten Schmelz- 


punkt, welcher in den verschiedenen Fraktionen beobachtet ist, an. 


| 
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und 3 Zinkstaub leB ich aufeinander etwa!) zwei 
Wochen lang einwirken. Sonst wurde wie in den oben be- 
schriebenen Experimenten verfahren. Das Rohprodukt wog 
0.97 ¢ und gab die Reaktion von Mylius. beim Umkrystalli- 
sieren isolierte ich zuerst 0,77 g (L Fr.) tetraedrische Krystalle 
vom Sehmelzpunkt 195 - 196° und dann 0,20 ¢ (3 Fr.) tetra- 
edrische Krystaille vom Schmelzpunkt 192—195°. Endlich wog 
die Gallensiiture, welche amorph ausgefillt wurde, O,O7 g, und 
diese gab ebentalls die Myliussche Reaktion. Folglich in diesem 
Experimente 0,97 ¢ krystallisierte und O,O7 g amorphe Chocsiure, 


Experiment 3. 100 ¢ einer Natriumcholatlosung, welche 
29/9 Cholsiiure und 0,4°/o Natriumhydrat enthieit, wurden mit 
PO g 10% und 3 g Zinkstaub versetzt 
und das Gemenve am Riickflubkiihler bei unvefiihr LOO° (kochen- 
des Wasser) 8 Stunden 45 Minuten lang erhitzt. Nach dem 
Filtrieren (nach 36 Stunden) wurde das Filtrat wie oben be- 
handelt und das Gewicht des Rohprodukltes, welches die Re- 
aktion von Mylius zeigte, betrug 1,95 g. Beit Umkrystalli- 
sieren schieden sich 1,64 g (2 Fr.) tetraedrische Krystalle vom 
Schmelzpunkt 195 —196° aus, deren Mutterlauge 0,58 g (7 Fr.) 
tetraedrische Krystalle vom Schmelzpunkt  heferte. 
Die zuletzt ausgefiillte Gallensiure wog 0,09 ¢ und gab die 
Reaktion von Mylius. sehen wir, dafii 2,02 kry- 
stallisierte und 0,09 g amorphe Cholsiiure wieder erhalten sind, 

Experiment 4. 24 Cholsiure wurden in 40 10°/oiger Na- 
‘riumhydratlosung gelost, 7 g Zinkstaub zugefiigt und wie im 
perimente 3 wahrend 8 Stunden erhitzt. Das Rohprodukt wog 
2,05 g, gab die Reaktion von Mylius, lieferte beim Umkrystalli- 
sieren zuerst 1,64 ¢ (1 Fr.) tetraedrische Krystalle vom Schmelz- 
punkt 195—196°, dann 0,45 g (4 Fr.) tetraedrische Krystalle, 
welche bei 190—195° schmolzen, und endlich O,O8 g ausgefiillte 
Gallensiéiure mit der Reaktion von Mylius. Folglich in diesem 
Experiment 2,09 g krystallisierte und 0,08 g amorphe Cholsiiure. 

0,309 g (iiber Schwefelsiiture getrocknet) von den in den 
Experimenten 1—4 aus den letzten Mutterlaugen ausgefiillten 


1, Die Zeit fiir den Anfang des Experimentes vergafs ich leider 
wufzuzeichnen. 
L. 8 
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amorphen Gallensiuren wurden mit Ammoniak versetzt, dic 
Losung auf 80 cem verdiinnt und dann mit 20 cem 20°/oiger 
Chlorbaryumlésung behandelt. Es entstand nicht sofort, sondern 
erst nach einiger Zeit ein unbedeutender Niederschlag, welcher 
nach 18 Stunden mit 20 cem von der erwihnten Chlorbaryum- 
lOsung gewaschen wurde. Dieser Niederschlag wurde nicht 
weiter verarbeitet. Dessen Filtrat lieferte dagegen mit Chlor- 
wasserstoffsiiure eine ziemlich grobe Fillung, welche nach dem 
Trocknen iiber Schwefelsiture 0,233 wog. Das Filtrat von 
diesem Niederschlag wurde dann mit Sodalésung bis zur alkali- 
schen Reaktion versetzt, nach der Filtration beinahe zur Trockene 
abgedampft und der Riickstand mit 95°/oigem Alkohol behandett. 
Nach dem <Abfiltrieren Chlornatrium und vom Natrium- 
carbonat wurde das Filtrat zur Trockene abgedampft, der Riick- 
stand in Wasser gelOst und die Losung mit Chlorwasserstoll- 
siiure versetzt. Die auf diese Weise erhaltene Gallensiiure wog 
g (iiber Schwefelsiure getrocknet). Die 0,294 g gaben 
die Reaktion von Mylius und 0,164 g tetraedrische Krystalle. 
Die Mutterlauge konnte wegen des Schlusses des Laboratoriums 
leider nicht verarbeitet: werden, 


(. Reduktionsversuche mit Cholsiure, in Ammoniak 
gelost, und Schwefelwasserstoff. 

1 Cholsiiture wurde in 10 cem konzentriertem Ammoniak 
vom spezifischen Gewicht 0,91 gelOst und in die Lésung Schwefel- 
wasserstoff 1! 2 Stunden lang eingeleitet. Die Temperatur war 
im Anfang des Experimentes 11°, am Ende 7°. Nach etwa 
16 Stunden wurde die LOsung auf dem Wasserbade zur Trockne 
abgedampft, der aus freier Cholsiéure !) und Schwefel bestehende 
Riickstand mit Ammoniak behandelt und der Schwefel abfiltriert. 
Da ein wenig Schwefel durch das Filtrum ging, wurde die Lo- 
sung aufs neue zur Trockene abgedampft; hierbei schieden sich 
weibe Krystalle ab. Nachdem der Riickstand darauf in Am- 
moniak gelést worden war, filtrierte ich die Lésung und kon- 
zentrierte stark, wobei ein reichlicher Niederschlag entstand: 


‘) Das Ammoniumcholat zerfillt nimlich in Ammoniak und Chol- 
siiure. Weiteres hierliber Seite 108. 
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dieser wurde abfiltriert, an der Luft getrocknet und dann aus 
Alkohol umkrystallisiert. Tetraedrische Krystalle, 0,83 g (2 Fr.), 
mit dem Schmelzpunkt des Ausgangsmaterials wurden zuerst 
isoliert, dann 0,12 g (4 Fr.) vom Schmelzpunkt 189—194°. Die 
letzte Mutterlauge lieferte endlich 0,12 g¢ Gallensiiure mit der 
Reaktion von Mylius. Es wurden also 0,95 g krystallisierte 
und 0,12 g¢ amorphe Cholsiiure wieder gewonnen. 

1,17 g der in den oben erwiihnten Versuchen gewonnenen, 
tetraedrischen Krystalle von niedrigerem Schmelzpunkt als 195 ° 
wurden aus Alkohol umkrystallisiert und es schieden sich zuerst 
0,89 g (2 Fr.) vom Schmelzpunkt 195—196° aus, dann 0,10 g 
vom Schmelzpunkt 195—194° und weiter 0,13 ¢ (2 Fr.) tetra- 
edrische Krystalle vom Schmelzpunkt 191—19%4°. Endlich gab 
die letzte Mutterlauge 0,05 g Gallensiiure mit der Reaktion von 
Mylius. 

Reduktionsversuch mit Cholsiare, in 99°/oigem 
Alkohol gelést, und Natrium. 

2 ¢ bei 100° getrocknete Cholsiiure wurden in 20 ¢ 99°/oigem 
Alkohol gelést und die Lésung zum Sieden am Riickflubkiihler 
erhitzt. Wihrend der Erhitzung (3°/4 Stunden) wurden von 
Zeit zu Zeit Natriumscheiben, insgesamt 4+ g, eingefithrt und 
nach ungefahr 2 Stunden, da der Kolbeninhalt dickfliissig wurde, 
wurden noch 4g des erwihnten Alkohols zugesetzt. Nach Zu- 
satz von Wasser wurde alles auf dem Wasserbade verdunstet, 
his der meiste Alkohol verjagt worden war, worauf das Ab- 
dampfen in einer Schale fortgesetzt wurde. Wenn kein Ge- 
ruch nach Alkohol mehr bemerkbar war, wurde die Lésung 
filtriert und das Filtrat wie oben verarbeitet. Das Rohprodukt, 
mit einem Stich ins gelbliche, wog 2,09 g und gab die Reaktion 
von Mylius. Nach dem Umkrystallisieren gab dieses Produkt 
zuerst 1,8 g (2 Fr.) tetraedrische Krystalle vom Schmelzpunkt 
195— 196°, dann 0,15 g tetraedrische Krystalle vom Schmelz- 
punkt 194 —195° und weiter 0,15 g (3 Fr.) Krystalle vom Schmelz- 
punkt 190—193°. Die ausgefillte amorphe Gallensaure (aus 
der letzten Mutterlauge) wog O,11 ¢g und zeigte die Reaktion 
von Mylius. Folglich in diesem Experimente 2,08 g krystalli- 


sierte und 0,11 g ausgefiillte, amorphe Cholsiiure. 
R* 
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Bemerkungen zu den Experimenten bei alkalischer 
Reaktion, 

In allen meinen Versuchen mit Cholsiure und Reduktious- 
mitteln in alkalischer Losung habe ich also die angewandte 
Cholsiiure fast ganz quantitativ zuriickgewinnen konnen und 
die Bildung von Desoxycholsiiure habe ich nie beobachtet. 
Die Angabe Vahlens, dab beim Behandein der Cholsaéure mit 
Zinkstaub ammoniakalischer Losung selbst beim miéabigen 
Erhitzen auf dem Wasserbade die Reaktion soweit geftihrt wird, 
dal} mit Salzsiiure keine harzigen Fiilungen mehr zu bekommen 
sind, muB ich unter Hinweis auf die oben unter A beschriebenen 
Versuche als entschieden unrichtig bezeichnen. Die Unhalt- 
barkeit dieser Behauptung Vahlens ist tibrigens schon friiher 
von Pregl!) hervorgehoben worden. Dagegen kann ich diesem 
Autor nicht beistimmen, wenn seine Behauptung, dab das Zink- 
salz der organischen Siure infolee Ammoniakverlustes der LOsuny 
sogar krystallinisch sich ausscheidet, derart zu deuten ist, 
dab er mit der organischen Séure Desoxycholsdure oder eine 
andere aus Cholsiure entstandene Siiure versteht. Ich behaupte 
vielmehr, dafi die Siéiure Cholsiiure gewesen ist, jedoch kann 
ich nicht die Moglichkeit in Abrede stellen, dab Pregl ein 
Zinksalz dieser Siiture gewonnen hat. [ch bin aber der Meinung, 
dali dieses nicht wahrscheinlich ist, sondern dab es sich um 
krystallisierte Cholsdure gehandelt hat, denn beim Erhitzen des 
Ammoniumcholats zerfiillt dasselbe durch Hydrolyse in Ammoniak 
und Cholsiiure, welche letztere in dem Mabe, wie das Ammoniak 
eutweicht, sich nach dem folgenden Schema ausscheidet: ?) 


CHOH 
CHOH 
\ (CH OH), HO 
\COOH,N S(CH,OHW), H,NOH 


NCOOH 


Aus meinen Untersuchungen folgt ferner, dali bei Reduktion 
(wie bei Oxydation) der Gallensiiurekern im hohen Grade stabil 


') Sitzungsberichte (1. ¢.), 5. 1005. 
2) Siehe das Experiment mit Cholsiure in ammoniakalischer Loésung 


und Schwefelwasserstoff. 
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ist: derselbe zerfiillt nicht leicht in Bruehstiicke. Dieses wird 
auch durch meine folgenden Experimente bestiitigt. 

In einem Experimente erhitzte ich 1 @ Cholsiiure mit 
25 cem 10°/oiger Natriumhydratlosung im eisernen Bombenrohr 
1 Stunde bei 125—168° (die niedrigste Temperatur wiihrend des 
Versuches war 128°, die hochste 168°: es wurden nach dem 
Filtrieren, Zusatz von Chlorwasserstoffsiure und Auswaschen 
1.04 g lufttrockenes Rohprodukt gewonnen, ein Produkt, welches 
die Reaktion von Mylius gab. Aus ihm erlielt ich mit Alkohol 
zuerst O,78 g (1 Fr.) tetraedische Krystalle mit einem Schmelz- 
punkt zwischen 197—198°!') und dann 0,15 g (3 Fr.) Krystalle 
vom Schmelzpunkte 194—196.2) (Die Mutterlauge ging ver- 
loren.) In einem zweiten Experimente wurde bei 182— 196° 1 g 
Cholsiiure mit 25 ccm 20°/oiger Natriumhydratlosung 5 Stunden 
lang erhitzt; hier erhielt ich O,97 g¢ Rohprodukte mit Mylius’ 
Reaktion. Aus dieser Quantitét wurden zuerst 0.80 g (2 Fr.) 
tetraedrische Krystalle vom Schmelzpunkt) 195—196° isoliert, 
dann O19 g (4 Fr.) Krystalle vom Sehmelzpunkt 191—194°. 
Die aus der letzten Mutterlauge mit Salzsiure ausgefallte amorphe 
Gallensdure wog 0,05 g und gab die Reaktion von Mylius. In 


einem driiten Experimente wurde aus 1 ¢@ Cholsiiure, mit 25 com 
10°/oiger Natriumhydratl6sung 3 Stunden 15 Minuten bei 
200—211° erhitzt, 1 g Rohprodukt mit der Reaktion von Mylius 
gewonnen,  Erst bei 259—266° schien es, als ob eine Ein- 
wirkung auf die Cholsiure stattgefunden hiitte. Da bei dieser 
Temperatur 1g Cholsiure und 25eem 20°/oiger Natriumhydrat- 
losung 6 Stunden 50 Minuten lang erhitzt wurden, erhielt) ich 
namlich als Rohprodukt O,88 g, welche nicht die Reaktion von 
Mylius zeigten. Indessen gelang es mir, aus dieser Quantitit 
0.3 in Tetraedern krystallisierte Cholsiiure zu isolieren., 
Nachdem ich so die Reduktionsversuche bei alkalischer 
Reaktion besprochen habe, sollte ich demniéchst zu den Re- 
duktionsversuchen mit Zink in saurer Losung iibergehen. Da 
aber bei diesen Versuchen die Moglichkeit einer Bildung von 
') Ich habe in meinen Versuchsprotokollen diese Zahlen geschrieben ; 
ich vergafs leider ber die Fraktion | eine nihere Untersuchung zu machen, 
*) Siehe Seite 104, die Note *). 
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Acetylderivaten nicht ausgeschlossen war, hielt ich es fiir not- 
wendig, Versuche mit Cholsiiure und Eisessig allein auszufiihren. 
Ich will also zuerst iiber diese Versuche berichten. 

II. Uber die Einwirkung von Eisessig auf Cholsaure. 

Auch zu diesen Versuchen wurde bei 120° getrockneie 
Cholsiiture verwendet. Sie wurde mit Eisessig in einem Kolben 
mit Riickflubkthler auf einer Asbestplatte verschieden lange Zeit 
in den verschiedenen Versuchen im Sieden erhalten. Darauf 
wurde die Losung in eine grébere Quantitiit Wasser eingegossen 
und die entstandene, voluminése Fiillung mit Wasser fein zer- 
rieben, genau ausgewaschen und an der Luft zum konstanten 
Gewicht getrocknet. Der so behandelte Niederschlag wird als 
Rohprodukt 1 bezeichnet. Das von ihm getrennte Filtrat ent- 
hielt regelmabig etwas Substanz, welche, wie besondere Ver- 
suche zeigten, ebenfalls nicht die Reaktion von Mylius gab. 
Diese Substanz, als Rohprodukt 2. bezeichnet, wurde in zwei 
Versuchen (3 und 4) als solche, in den zwei anderen (1 und 2) 
dagegen erst nach dem Behandeln mit iiberschtissiger Sodalésung 
in der Warme und Ausfiillung mit Chlorwasserstoffsiure aufge- 
sammell. Die verschiedenen Rohprodukte 2 wurden immer nach 
Auswaschen an der Luft zum konstanten Gewicht getrocknet. 

Das Rohprodukt 1 wurde in Ammoniak gelist und diese 
Losung mit gesattigter Chlorbaryumlésung versetzt. Nach einer 
bestimmten Zeit wurde der Niederschlag aufs Filtrum genommen 
und mit gesittigter Chlorbaryumlésung gewaschen. Der Nieder- 
schlag und das von ihm getrennte Filtrat wurden gesondert mit 
Salzsiiure behandelt: die in Freiheit gesetzten Gallensiiuren mit 
Wasser bis zum Verschwinden der Baryumreaktion gewaschen 
und an der Luft bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Das 
Produkt aus der Baryumfiillung bezeichne ich als A und das 
aus dem Filtrate als B1) — diese Produkte gaben, wie das 
Rohprodukt 1, nie die Reaktion von Mylius. 

Experiment 1. 1g Cholsiiure wurde 4 Stunden 15 Minuten 
lang mit 1Og Kisessig erhitzt. Das Gewicht des Rohproduktes |! 

') Uber das Verhiiltnis zwischen den Gewichten des Produktes B 
in lufttrockenem und exsikkatortrockenem Zustande, siehe Seite 122. dic 


erste Note. 


d 
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betrug 1,04 g. Der durch Chlorbaryumlosung erzeugte Nieder- 
echlag war gelb gefairbt und teigig, wurde aber durch Reiben 
eanz fest. Die Gewichte der Produkte A und betrugen 
0.3% g und 0,5 g respektiv. 

Das Filtrat von dem Rohprodukte 1 wurde abgedampft, 
his die grObte Menge Eisessig verjagt war, und darauf, wie oben 
(S.110) beschrieben, mit Sodal6sung behandelt. Das Rohprodukt 2 
wog O10 g und zeigte die Reaktion von My lius. 

Experiment 2.5 g Cholsiiture wurden mit 50 
essig withrend 4 Stunden 15 Minuten erhitzt (eigentliches Sieden 
konnte ich in diesem Experimente nicht beobachten). Als die 
Losung mit viel Wasser versetzt wurde, schieden sich als Roh- 
produkte 1 sowohl eine amorphe Fiillung als cine halbfeste 
Masse aus, welche nach einigen Tagen (die halbfeste Masse 
wurde allméhlich fest) wie oben erwihnt (5. 110) zusammen 
behandelt wurden. Das Rohprodukt 1 wog 5,62 g. In der 
ammoniakalischen Losung des Produktes entstand mit) ge- 
siittigter Chlorbaryumlésung sogleich kein Niedersehlag; am 
folgenden Tage beobachtete ich aber eine unbedeutende Fiéllung, 
die nach Verlauf von 48 Stunden abfiltriert wurde. Diese Fillung 
enthiell viel Baryumcarbonat und gab von dem Produkte A 
nur O04 g. Die Menge des Produktes B war dagegen 5,52 g. 

Das Filtrat von dem Rohprodukte 1, wie das entsprechende 
Filtrat im Versuche 1 behandelt, leferte 0,18 Gailensiure (das 
hohprodukt 2), welche die Reaktion von Mylius gab. 

Aus diesen Versuchen sehen wir also, dai die Rohpro- 
dukte 1, welche die Reaktion von Mylius nicht gaben, bezw. 1,0%g 
und 5,62 g, also mehr als die urspriinglichen Cholsiuremengen, 
bezw. 1 g und 5 g, wogen und dab die Rohprodukte 2 erst 
nach der Verseifung die Reaktion von Mylius gaben.  Hieraus 
kann man also mit Wahrscheinlichkeit schlieben, dal entweder 
eine molekulare Verbindung zwischen Cholsiiure und Essigsiiure 
oder ein Acetylderivat entstanden ist. | 

Die erste Annahme kann jedoch schon der Behandlung 
des Materials zufolge mit) Wahrscheinlichkeit) ausgeschlossen 
werden. Folgendes Experiment zeigt auch das Unzuliissige einer 
solchen Annahme. 
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Titrierungsexperiment.!) Von dem Produkte B (Ver- 
such 2) wurden 0.4150 g, tiber Schwefelséure konstanten 
Gewicht getrocknet, in Alkohol von 99°/o gelOst, und die Losung 
mit einer Natriumhydratlbsung (Phenolphtalein als Indikator) 
tritriert, welche auf 1000 cem 4,08 ¢ Natriumbhydrat euthielt, 
Es wurden zur Neutralisation 9.0 ccm derselben verbrauclit, 

Dieses Experiment zeigt. dab hier keine molekulare Vor- 
bindung vorliegt, denn eine solche von der Zusammensetzung 
z. B. verlangt auf0,4150 g berechnet) 17,59 coin 
der erwiihnten Natronlauge. Dagegen wird das Vorhandensein 
eines Monoacetylderivates sehr wahrscheinlich, indem niimlich 
ein solches 9,04 cem der obigen Natriumhydratlésung verlanet, 

Folvlich haben wir bei der Erhitzung von Cholsaure 
Kisessig ziemlich sicher Acetylderivat erhalten. 

Die Entstehung von Acetylderivaten wird jedoch erst durch 
das folgende Experiment zur volien EKvidenz bewiesen. 

Verseifungsexperiment. Von dem Produkte b (Ver- 
such 2) wurden 0.4600 ¢ (iiber Schwefelsiure zum konstanten 
Gewicht getrocknet) mit LOccm einer Baryumhydratlésung, welche 
auf 100 cem 2,70 ¢ Barvumhydrat enthielt, am RiiekfluBkiihler 
Stunde lang vekocht. Nach Abkitihlung wurde der Inhalt 
mit einer SchwefelsiurelOsung, die auf L000 cem 5,25 ¢ Sehwete!- 
siiure enthielt, titriert: und es wurden dabei 9,8 eem zur Neu- 
tralisation verbraucht. Darauf wurden 19,6ec¢m von der Schwetel- 
siiurelOsung zugesetzt, siimtliches Baryum als Baryumsullat 
zu erhalten, und nach 2% Stunden die Féllungen von Baryuni- 
sulfat und Gallensiiure abfiltriert und ausgewaschen. Die Nieder- 
schliige wurden dann mit Sodalésung in der Wiirme (um Baryum- 
sulfat von der Gallensiiure zu trennen) behandet; nach Filtrieren 
wurde Chlorwasserstoffsiiure zugesetzt. Das so gewonnene Ver- 
seifungsprodukt wog nach dem Auswaschen und Troeknen at 
der Luft 0.83 @: diese Quantitiit gab die Reaktion von Myltus. 

Das Filtrat von dem Baryvumsulfate und dem nicht ge- 
reinigten Verseifungsprodukte wurde der fraktionierten Destillation 
unterworfen und hierbei schieden sich wiederholt: kleine Por- 

Die von mir benutzten Atomgewichte sind: H O = 
12,8 32. Ba 137,4, Na = 23, Ag = 107,9. 
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fionen Substanz aus, die ebenfalls mit Natriumearbonatlosung 
sereinigt wurden und welche alle die Reaktion von Mylius 
saben. Auber den oben erwiihnten 0,33 g wurden in dieser 
Weise g gewonnen, und die Gesamtmenge des Verseifungs- 
produktes war also O40) g. 

Das Destillat (zusammen 3 Fraktionen) wurde mit der 
oben erwithnten Baryumhydratlésung und Phenolphtalein als 
Indikator titriert. Es wurden zur Neutralisation 2.9 cem= ver- 
braucht. Eine flichtige Siiure ist folglich tiberdestiliiert: dah 
diese Séure Essigsiiure ist, geht aus dem unten zu besprechenden 
Kxperimente 4 hervor.') 

Wenn man die in diesem Verseifungsversuche gewonnenen 
Resultate mit dem obigen Titrierexperimente in alkoholischer 
Losung zusammenstellt, so kommt man zu dem bestimmten 
Resultate, dab aie jetzt analysierte Verbindung aus 
einem Monoacetylderivat der Cholsiure besteht und 
daB dieses durch Kochen mit Barvumhydratlosung in 
yaryuincholat und Baryumacetat nach dem folgenden 
Schema zerfallen ist: 


CHOCOCH, 2) 
2 Cy Hyd | 
Q'S(CH, OH), (900) +- 2 Ba(OH), (342.8) —> 


Ba 
(951.4) +- Ba(OCOCH,), (255,4) 2 H,0. 
Kin Vergleich der berechneten und gefundenen Werte er- 
vibt némilich foleendes: 
Berechnel: Gefunden: 
Schwefelsiure zur Resttitrierung auf die Barytlosung : 10,32 ccm 9,80 com 


Baryl6sang zur Titrierung des Destillates 3,24 » 2,90 
Verseifungsprodukt : O.417 g O40 


') Ks wurde auch der kleine Riickstand in dem letzten Fraktionier- 
kolben titriert und dabei der Inhalt durch nur einen Tropfen Baryum- 
hyvdratlbsung stark rot gefiarbt. Darauf wurde alles mit Sodalésung in 
der Wairme behandelt; nach dem Filtrieren gab aber Chlorwasserstoff- 
siure nur eine schwache Opalisierung. Es war also alle fliichtige Saure 
liberdestilkert und auch keine Gallensiiure zuriickgeblieben, 

Dafi die Acetylgruppe in der sekundéren Alkoholgruppe stehe, 
habe ich nicht bewiesen; ich schreibe nur aus gewissen Griinden die 
Verbindung in dieser Weise. 
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Zur Bestimmung der Temperatur, welche in der Lésung 
beim Kochen mit Essigséure herrschte, wie auch behufs eines 
genaucren Studiums der Ausbeuten und des Rohproduktes .\ 
habe ich noch zwei Experimente ausgefiihrt. 

Experiment 3. 5 Cholsiiure und 50 ecm Essigséure wurden 
wie in den vorigen Versuchen 8 Stunden 15 Minuten lang er- 
hitzt. Die Temperatur zeigte im Anfang des Experimentes 122°, 
nach dem Verlaufe einer Stunde 123° und am Ende des Ver- 
suches 125—125,5°. 

Mit der Losung wurde wie oben verfahren. Das  ent- 
standene Rohprodukt 1 wurde nach 12 Stunden verarbeitet, es 
wog 5,8 ¢ und war durch einen Stich ins Gelbliche  gefiirbt: 
das Rohprodukt 2. wog 0,170 g.1) Die Gewichte der Produkte 
und B betrugen 0,97 und 4,32 g respektive. 

In diesem Versuche also aus 5 g Cholsiure 5,8 g Roh- 
produkt 1 und O,17 g Rohprodukt 2.1) Die Mengen von A und }3 
waren bezw. 0,97 und 4,32 g. 

Experiment 4. 5 g Cholsiiure und 50 ccm Kssigsdure wurden 
wiihrend 8 Stunden 80 Minuten erhitzt. Die Temperatur wie 
im Experiment 3. Das Rohprodukt 1 wog 5,87 g. Die aus 
der ammoniakalischen Lésung — die Losung war in diesen 
Versuche vollig klar, in den tibrigen ein wenig opalisierend — 
erzeugte Baryumfiillung war etwas gelblich gefirbt, teigig (dic 
teigige Konsistenz verschwand jedoch durch Zusatz von Am- 
moniak) und blieb im Becherglase 35 Stunden stehen, ehe sic 
verarbeitet wurde. Im Filtrate von dem Niederschlage entstand 
hinnen kurzem eine neue Fillung, welche in gewohnlicher Weise 
behandelt wurde. Die aus diesen beiden Fiillungen dargestellten 


') Aus dem Filtrat des Rohproduktes 1 setzten sich nach einiger 
Zeit Nadeln ab, welche nach dem Auswaschen und Trocknen an dey 
Luft OOL g wogen und nicht die Reaktion von Mylius gaben. Das 
Filtrat davon wurde jetzt abgedampft, bis die meiste Essigsiure ver- 
fliichligt war, und dann Wasser zugefiigt. Die dabei entstandene Fiillung 
wog 0,06 ¢ und diese zeigte nicht die Reaktion von Mylius. Das Filtra! 
wurde konzentriert und, wie oben erwiilint, verarbeitet. Durch dreimalige 
Wiederholung dieser Operation wurden noch O40 g. welche nicht dic 
Myliussche Reaktion zeigten, isoliert, Also aus dem essigsauren Filtrat 
von dem Rohprodukte 2 zusammen 0,17 g. 
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Siuren wogen 0,8 g. Im Filtrate von dem zweiten Baryum- 
niederschlage entstand noch eine Fiillung, welche nach 19 Stunden 
wie die iibrigen verarbeitet wurde. Die aus derselben erhaltene 
Siure wog 0,23 g. Die Gesamtmenge von A war also 1,03 g: 
die Menge von B 4,55 g. 

Aus 5 g Cholsiiure wurden also in diesem Versuche 5,87 g 
Rohprodukt 1 (nebst 0,15 Rohprodukt 2) erhalten. Das Roh- 
produkt 1 lieferte 1,03 g von A und 4,35 ¢ von B. 

Das Produkt A (1,03 g) wurde noch einmal mit Ammoniak 
und Chlorbaryumlésung behandelt. Aus dem entstandenen Nieder- 
<chlage (dieser blieb 24 Stunden vor Verarbeitung stehen) wurden 
mit Salzsiiure 0,74 g Gallensiiure, als A, bezeichnet, gewonnen. 
Das salzsiurehaltige Filtrat von A, lieB ich ins Filtrat von dem 
Baryumniederschlage hinabflieben: die dabei ausgefillte Saure, 
welche ich als A, bezeichne, wog 0,21 g. 

Aus diesen Zahlen und den entsprechenden im Experi- 
mente 3 sehen wir, daB eine ziemlich gute Ubereinstimmung 
zwischen den Ausbeuten herrscht. Weiter diirften wir aus den 
Gewichten der Rohprodukte vielleicht schheben konnen, dab 
auBber einem Monoacetylderivat noch eine Verbindung mit hé- 
herem Molekulargewicht entstanden ist; wiire niimlich die Chol- 
siiure nur in ein Monoacetylderivat tibergegangen, so wurde 
das Gewicht des Rohproduktes nur auf 5,51 ¢ sich belaufen. 
Dab der obige SchlufB berechtigt ist, zeigt das folgende 
periment. 

Intersuchung von A,. 0,5620 g (iiber Schwefelsiure 
zum konstanten Gewicht getrocknet) wurden am Riickflubkihler 
mit 20 cem von einer Baryumhydratl6sung, welche auf 100 com 
2.78 g Baryumhydrat enthielt, 1 Stunde 42 Minuten lang er- 
hitzt. Im Anfang des Experimentes lag die Substanz wie eine 
teigige Masse auf dem Boden des Kolbens, der groBte Teil der 
Masse léste sich jedoch atlmiihlich, besonders nachdem Kolben 
und Kiihler ungefiihr alle 10 Minuten geschiittelt wurden. Nach- 
dem der Inhalt erkaltet war, wurde mit der im Experiment 2 
erwihnten Schwefelsiiureldsung mit Phenolphtalein als Indikator 
titriert und dabei 31,3 ccm bis zur Entfirbung verbraucht. Jetzt 
wurden zur Ausfallung des Baryums weiter 29,9 ccm von der 
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SchwefelsdiurelOsung zugesetzt und nach einigen Tagen im yer- 
sehlossenen Kolben der Niedersehlag abfiltriert und mit Wasse, 
gewaschen. 

Der Niederschlag, wie in Experiment 2, Seite 112, ver- 
arbeitet, gab O,40 g Gallensaiure mit der Reaktion von Mylius. 

Das Filtrat von Baryumsulfat und Gallensiiure wurde dary) 
in der Hauptsache derselben Behandlung wie im Experiment 2 
(S.112 u. 1135) unterworfen und die aus diesem Filtrate isolierte 
Gallensiure wog 0,08 g: sie gab die Reaktion von Mylius, 

lm ganzen wurden also 0,48 g Verseifungsprodukt  er- 
halten. 

Das in die Vorlage tibergegangene Destillat wurde mit 
Natriumhydratl6sung titriert (Phenolphtalein als Indikator) und 
es wurden zur Neutralisation 12,95 ecm derselben verbraucht. 
Die Natriumhydratlisung enthielt auf 100 cem 0,57 g Natrium- 
hydrat. 

Endlich wurde die neutralisierte, fliichtige Saure mit Silber- 
nitrat versetzt und dabei entstand eine in silberglinzenden Nade 
krystallisierende Verbindung. Mit den Nadeln, aus Wasser tm- 
krvstallisiert und tiber Schwefelsiiure bis zur Gewichtskonstinz 
velrocknet, ist folgende Analyse ausgeftihrt worden. 

Analyse: 0.1027 ¢ leferten nach Erhitzung 0,0661 Silber’ oder 
in Prozenten: 

Berechnet: Gefunden : 
Ag 64.60 64.56 

Auf Grund dieser Analyse ist also festgestellt, dab die 
flichtige Siiure Essigsiiure ist. 

Vergleicht man die oben gefundenen Zahlen mit den fiir 
Diacety!- und Monoacetylderivat’ berechneten, so ergibt. sich 
folvendes: 

Diacetyl- Monoacety!- 

derival derival 

Berechnet: Gefunden: Berechne!: 
Schwefelsiure zur Barytresttitrierung: 28,58 ecm 31,80 com 37,24 com 
Natriumhydratlosung zur Titration des 

Destillats: 16,03; 12.95 » 8.76 
Verseifungsprodukt (Cholsiure): 0.466 OAS 

Aus diesen Zahlen konnte man mit Wahrscheinlichkei! 
sclilieBen, ein Gemenge von Mono- und Diacetylderivat und 
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zwar in dem Verhiltnisse von ungefihr 70°/o Diaecetyl- und 
30°/o Monoacetylderivat, welches 81,19 cem Schwelelsdurelésung, 
3.85 cem Natriumhydratlosung und 0,479 ¢ Cholsiure erfordert, 
vorliige. Die niihere Untersuchung des Verseifungsproduktes 
yeigt indessen, dafi die Verhiiltnisse etwas verwickelter. sind. 
Untersuchung des Verseifungsproduktes (der Chol- 
siure). Die obigen 0,48 g wurden aus 99°/oigem Alkoho! um- 
krystallisiert. Nachdem 0,29 ¢!) (6 Fr.) tetraedrische Krystalle 
isoliert waren, beobachtete ich, dab die Losung nur schwer 
weiter krystallisicrte. [ch dampfie folglich die letzte Mutter- 
auge zum Trocknen ab, setzte Ammoniak zu, fillrierte die L6- 
sung und verdiinnte dieselbe auf 20 cem. Dann wurde die 
Losung mit 10 com Clilorbaryumlésung versetzt; dabei entstand 
ein Niederschlag, welcher sich allméhlich als cine teigige Masse 
abschied. Nach 2% Stunden (die teigige Konsistenz war nun 
versechwunden) wurde die Fiillung abfiltriert und mit einigen 
Kubikzentimetern yon der Chlorbaryumlésung gewaschen. Darauf 
wurden Niederschlag und das Filtrat mit Chlorwasserstoffsiure 
behandelt und dabei 0,127 g¢ und O,O8 g Séuren respektive er- 
halten. Aus den 0,08 ¢ krystallisierten tetraedrische Krystalle aus. 
Pregl?) und Mylius*) erwahnen, dab die in’ Alkaiien 
loslichen Dyslysine durch Zusatz von Chlorbaryumlosung gefalit 
werden. Aus diesem Grunde kann man vermuten, dab die 0,127 g 
zum groften Teil aus Dyslysinen*) bestehen; dieselben 
durch die Einwirkung von Eisessig auf Cholsiiure bei der im 
Experimente herrschenden Temperatur entstanden sein, im 
klang mit der Dyslysinbildung bei der Kinwirkung von konzen- 
irierter Salzsiiure auf Cholsiiture in der Warme. 


1) 0.2844 g von diesen wurden abgewogen. Das Gewicht nahm 
nichts tiber Schwefelséure ab. Beim Erhitzen auf 125° verloren die 
\rystalle 0,0296 g an Gewicht oder in 100 Teilen: 

Berechnet fiir C,,H,,0, +- C,H,O: (iefunden: 
C,H,O = 10,1 %o 10,40 

*) Sitzungsberichte (I. ¢.), Bd. CXI, S. 1049. 

*) Berichte der Deutsch. chem. Ges., Bd. XX, S. 197%. 

*) Ich bezeichne das Produkt im Einklang mit Pregl Dyslysin; 
ich kann jedoch nichts dariiber aussagen, ob ein besonderes Dyslysin 
oder die sogenannte Choloidinséure hier vorhegt. 
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Fortgesetzte Untersuchungen riicksichtlich der Einwirkung 
von Kisessig auf Cholsiure sind notwendig, um iiber diese Frage 
Klarheit zu bringen: ich glaube aber, dab meine obige Annahme 
— das Produkt A, besteht aus einem Gemenge von Mono- und 
Diacetylderivat — in der Hauptsache richtig ist und daB die 
Dyslysinbildung nur ein sekundiirer Prozeb ist. 

Untersuchung von dem Produkte B. 0.5653 g yon 
diesem, tiber Schwefelsiiure zur Gewichtskonstanz getrocknet, 
wurden in 99° oigem Alkohol gelOst und mit Phenolphtalein als 
Indikator mit einer Natriumhydratl6sung, welche auf 1000 cem 
4,08 ¢ Natriumhydrat enthielt, titriert. Es wurden zur Neutrali- 
sation 12,0 com derselben verbraucht. 

Giefunden: —Berechnet: 
Aut Monoacetylderivat von der Natronlauge: 12,0 cem 12,3 ccm 

Ich gehe nun zu meinen Experimenten mit Zink, Cholsiiure 
und Kisessig tiber. Im wesentlichen wurden diese Experimeiite 
ebenso wie die Versuche mit Cholsiiure und Eisessig ausgefiilirt: 
es wurden die verschiedenen Produkte in den Experimenten |, 
2 und zum Teil 6 wie in jener Reihe bezeichnet. 

III. Reduktionsversuche mit Zink, Cholséure und Eisessig. 

Kerperiment 1. 1g Cholsiiure, in 10 ccm Eisessig gelost, 
wurde 4 Stunden 15 Minuten lang mit 4g Zinkstaub  erhitz 
— der Zinkstaub wurde von Zeit zu Zeit hineingeworfen, die 
letzte Portion nach 1 Stunde 35 Minuten. Nach Hinzufiigen vou 
ein wenig Essigsiiure wurde der Inhalt filtriert. Um soviel wie 
moglich von den Reaktionsprodukten zu erhalten, wurden die 
Zinkreste dreimal mit kalter Essigsiiure!) behandelt, filtriert und 
dem ersten Filtrate zugefiigt. Das Rohprodukt 1, welches erst 
nach ungeliihr 12 Stunden verarbeitet wurde, wog 0,76 g. Als 
Rohprodukt 2. wurden in drei Fraktionen bezw. 0,08 g, O,11 ¢ 
und 0,08 g oder insgesamt 0,27 g, welche nicht die Reaktion 
von Mylius gaben, aus dem Filtrate von 1 gewonnen. Das 
Rohprodukt t und die zwei ersten Fraktionen (0,19 g) des Roh- 
produktes 2. wurden zusammen verarbeitet. Sie gaben einen 


') Nach viermaligem Behandeln der Zinkreste mit Essigsiure 
das Filtrat nach Wasserzusatz keine Fallung. 
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Baryumniederschlag, der sich im Anfang wie eine teigige Masse 
— dieselbe wurde allmihlich fest — abschied; dariiber setzte 
sich eine flockige Féllung ab. Nach ungefihr 12 Stunden wurde 
der Niederschlag verarbeitet und es wogen die Produkte A und 
8 0,20 ¢ und 0,57 ¢ resp. 

Experiment 2. 5 g Cholsaure, 50 com Essigsiure und 20 g 
Zinkstaub wurden 4 Stunden 15 Minuten lang gekocht und nach 
dieser Zeit der Inhalt wie im vorigen Experimente verarbeitet. 
Das Rohprodukt 1 wog 4,74 g. Im Filtrate krystallisierten nach 
einiger Zeit Nadeln aus, welche 0,08 g wogen, bei etwa 120° 
schmolzen und die Reaktion von Mylius nicht gaben. Das Fil- 
trat von den 0,08 g lieferte nach Behandeln mit iiberschiissiger 
Sodalésung beim Konzentrieren zuerst Zinkearbonat. Nach Ab- 
filtrieren des Carbonats gab das Filtrat beim Abdampten Nadeln 
(2 Frakt.)1); die Losung derselben, mit Chlorwasserstoffsiiure 
versetzt, gab auch Nadeln, welche 0,28 ¢ (2 Frakt.) wogen und 
die Reaktion von Mylius zeigten. Das Rohprodukt 2 macht also 
eine Mischung von einer Substanz, O,O8 g, welche die Reaktion 
von Mylius nicht gab, und einer Substanz, 0,28 g, welche diese 
Reaktion zeigte, aus, 

Mit dem Rohprodukt 1 wurde wie im Experiment 1 ver- 
fahren — der Baryumniederschlag war in diesem Experimente 
nicht teigig, ich lief ihn vor der Verarbeitung wiihrend 24 Stunden 
sich absetzen. Die Gewichte der Produkte A und B_ betrugen 
0.76 ¢ und 3,7 g resp. 

Untersuchung von A. Die ganze Menge, 0,76 g, wurde 
noch einmal der Behandlung mit Chlorbaryumlésung unterworfen 
~~ der Baryumniederschlag wurde nach 23 Stunden verarbeitet. 
Die Gewichte der aus Fiillung und Filtrat dargestellten Siiuren 
betrugen 0,58 g (A,) und 0,02 g?) (A,) resp. 

Analyse von A,. 0,5419 (iiber Schwefelséure bis 
zur Gewichtskonstanz getrocknet) wurden am Rickflubkiihler 
wahrend 1 Stunde mit 25 cem von einer Baryumhydratlosung, 
welche auf 100 ccm 1,85 g Baryumhydrat enthielt, gekocht. (Die 


') Die Mutterlauge von der letzten Fraktion ging verloren. 
*) Das Filtrat lieferte nach Behandeln mit Sodalésung in der 
Warme und Alkohol 0,11 g mit der Reaktion von Mylius. 
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Substanz lOste sich dabet bald klar.) Da die folgende Riickt)- 
trierung mit Schwefelsiiure es wahrscheinlich machte, 
ein Teil der Substanz von der bBaryumbydratlosung gespaltet 
war, wurde nach der Ausfillung des Baryums als Baryumsul{at 
alles mit oiger Sodalésung bet Wasserbadtemperatur wiih- 
rend 6 Stunden behandelt.. Danach wurde (nach dem Filtrierey, 
Chlorwasserstoffsiiure zugesetzt; das nach Auswaschen erhaltene 
Verseilungsprodukt wog, tiber Schwetelsiture getrocknet, 0,45 ¢ 
und vab die Reaktion von Mylius. Aus dem Filtrat) hieryon 
wurden weiter (uber Schwetelsiiure getrocknet) mit der 
Reaktion von Mylius und also im ganzen 0,48 ¢ Verseifunys- 
produkt erhalten. Durch Umkrystallisieren aus 99°/oigem Alkolio| 
wurden hieraus 0,43 ¢ tetraedrische Krystalle uid aus der letzten 
Multerlauge Saure (iiber Schwefelsiure getrocknet) ve- 
wonnen, Die Krystalle (0,45 g) lieferten bei fraktioniertem Uin- 
krystallisieren zuerst (3 Frakt.) tetraedrische Krystalie 
vom Schmelzpunkt 194—195°, dain 0,02 tetraedrische Krystalle 
vom Schmelzpunkt 191—193° und weiter 0,006 solehe Kry- 
stalle von einem etwas medrigeren Schmelzpunkt. endlich wog 
die aus der letzten Mutterlauge dargestellte Siture 0,055 (iiber 
Schwefelsdure getrocknet). 

Untersuchung von B. 0.3990 (tiber Schwefelsiure bis 
zur Gewichlskonstanz getrocknet) wurden am Riickflubkiihler 
withrend 40° Minuten mit tO cem einer Baryumhydratiosung, 
welche auf £00 cem 2,70 g Baryumhydrat: enthielt, gekocht. 
Nach dem Erkalten wurde mit der oben gebrauchten Schwetel- 
siiturelOsuug titriert und dabei zur Resttitrierung auf das Baryum- 
hydrat 12,75 com Schwefelsiiureldsung verbraucht. Im tibrigen 
wurde wie im Versuche 2, Seite 112 und 113, verfahren. 

Das Verseifungsprodukt, welches die Reaktion von Mylius 
gab, g. 

Zur Titrierung der iiberdestillierten, fliichtigen Siiure wurden 
mit Phenolphtalein als Indikator 2,45 ccm der Baryumhydrat- 
losung (2,70 g Baryumhydrat auf 100 cem) verbraucht. 

Daf diese Siiure Essigsiiure war, geht aus der folgenden 
Untersuchung hervor: Aus der soeben gewonnenen Baryumsalz- 
ldsung wurde vermittelst Sodalésung eine Natriumsalzlésung dar- 


? 


| 
| 
Z 
h 
() 


Uber die Einwirkung von Reduktionsmitteln auf Cholsdure. 121 


vestellt, und aus dieser mit Silbernitrat seidegliinzende Nadeln 
erhalten. Diese Nadein, aus Wasser umkrystallisiert und iiber 
Schwefelsiure bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, gaben bei der 

Analyse: 0.06) ¢g lieferten nach Glihen 0.0410 g Silber oder 
n 100 Teilen: 


Berechnet fiir AgOCOCH, : Gefunden : 
Ag = 64,65". 64,06 


Alle diese Versuche haben also gezeigt. dai ein Mono- 
acetylderivat der Cholsiure vorlag: 
Berechnet fir Monoacetylderivat: Gefunden: 


~chwefelsiurelosung zur Resttitrierung 


des Baryumhydrats : 12.85 ccm 12.75 ccm 
Baryumhydratlésung zur Neutralisation 

des Destillats: 281 >» 245 » 
Verseifungsprodukt : O56 g 


Experiment 3. 4.9 ¢ bei 100° getrockneter Cholsaure (vor 
dem Troecknen wurden die Krystalle pulverisiert) wurden mit 
com Essigsiiure und 20 Zinkstaub wiéhrend Stunden 
15 Minuten erhitzt: im Anfang des Experimentes zeigte das 
Thermometer 117,5°, am Ende desselben 114°. Nach dem 
Filtrieren wurden die Zinkreste viermal!) mit siedender Essig- 
siiure behandelt und diese Filtrate mit dem ersten Filtrate ver- 
einigt. Das Gewicht des Rohproduktes 1 betrug 5,15 g, und 
yor Rohprodukte 2 wurden 0,41 g nach Abdampfung (bis so 
gut wie alle Essigsiiure verjagt war) und Verseifung mit Soda- 
losung erhalten. Dieses Produkt gab die Reaktion von Mylius. 

Das Rohprodukt 1 wurde in Ammoniak ge 6st, die filtrierte 
Losung auf 150 ccm verdiinnt und zu dieser Losung 30 cem 
gesittigte Chlorbaryum!6sung gesetzt. Dabei entstand ein Nieder- 
-chlag(ein Teil des Niederschlages war teigig), der nach 24 Stunden 
aufs Filter genommen und mit 25 ccm gesiattigter Chlorbaryum- 
losung gewaschen wurde. Im Filtrate entstand dabei eine neue 
zim Teil teigige Fiillung, die nach 2V0 Stunden abfiltriert und 
init 50 ecm gesittigter Chlorbaryumlésung gewaschen wurde. 
Die Baryumniederschiiige, mit Chlorwasserstoffsiure versetzt, 
gaben 0,23 g (Frakt. 1) und 0,19 g (Frakt. 2) Siiuren resp. Im 

) Als die Zinkreste noch einmal mit siedender Essigséure be- 
handelt wurden, entstand im Filtrate durch Wasserzusatz nur eine schwache 
Upalisierung. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. L. 4 


7 
J 
4 


122 Alfr. Ekbom, 


Filtrate von dem letzten Baryumniederschlage schied sich aucl; 
eine etwas teigige Fallung ab, die nach 48 Stunden mit 25 com 
gesiittigter Chlorbaryumlésung ausgewaschen wurde. Die aus 
dieser Baryumfallung dargestellte Saure wog 0,08 g (Frakt. 3 
Das Gesamtgewicht von A betrug also 0,50 g. Das 
wog 4,41 g.') 

Von dem Produkte A wurden 0,42 g in Ammoniak geliist 
und zum zweiten Male die Lésung (88 ccm) mit Chlorbaryum- 
ldsung (10 com) gefallt, wobet eine voluminése Fiillung sic}; 
abschied. Diese Fiillung gab nach dem Waschen mit gesiittigter 
Chiorbaryumlésung (10 cem) usw. 0,22 g (iiber Schwefelsiiure 
getrocknet) von dem Produkt A,.?) 

Untersuchung von A, und Frakt.3 (aus A). 0,2972 ¢ 
liber Schwefelsiiure bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, wurde 
am KiickfluBkihler mit 12ccem einer BaryumbydratlOsung (28.6 
Baryumhydrat auf 1000 ccm) wiihrend 1 Stunde gekocht. So 
gut wie alle Substanz loste sich bei dem Sieden auf: Kolben und 
Kiihler wurden dann und wann beim Experimente geschiitte'!. 
Darauf wurde wie im Versuch 2, Seite 112 und 113, verfahren. 

Von der Schwefelsiiurelosung (5,25 g auf LOOO cem) warden 
zur Resttitrierung des Baryts 23,1 ccm verbraucht; zur Neu- 
tralisation der iiberdestillierten Essigsiure (mit Phenolphtalein 
als Indikator) waren 8,25 ccm einer Natriumhydratlésung, dic 
auf 1000 com 4,08 g Natriumhydrat enthielt, erforderlich und 
das Verseifungsprodukt, tber Schwefelsiiure getrocknet, wog 
0,24 ¢. Es zeigte die Reaktion von Mylius. 

Die Resultate dieses Experimentes sprechen dafiir, dat 
hier ein Gemenge von etwa 40°/o Diacetyl- und 60 %o Mono- 
acetylderivat 3) der Cholsaure vorlag: 


') Berm Trocknen iiber Schwefelsiure verloren 1,8152 ¢ aus dem 
lufttrockenen Produkte B 0,0540 ¢; das macht, auf 4,41 g berechnet, 
O1312 g aus. 

*) Die Filtrate von den Produkten B, A, und Fraktion 3 lieferten 
nach Behandlung mit Sodalésung und Alkohol 0,25 g Saure (iiber Schwefe'- 
siiure getrocknet) mit der Reaktion von Mylius. 

8) Ich will nicht in Abrede stellen, dafS das Produkt A aus einer 
Mischung von Triacetyl- und Monoacetylderivat bestehen kann, finde 
aber eine solche Annahme nicht wahrscheinlich. 
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Berechnet fiir diese Mischung: Gefunden: 
Schwefelsdurelésung zur Resttitrierung 


des Baryts: 23.21 ecm 23,1 cem 
Natriumhydratlésung zur Neutralisation 

des Destillats: 8.62 8,25 » 
\ erseifungsprodukt : 0.26 g O24 g 


Das Verseifungsprodukt, aus 99°/oigem Alkohol umkry- 
stallisiert, gab 0,175 ¢ (5 Frakt.) tetraedrische Krystalle. Die 
aus der letzten Mutterlauge ausgefillte Gallensiiure wog 0,067 g 
Schwefelsiture getrocknet), und diese Quantitiit zeigte 
keine deutliche Reaktion von Mylius. 


Bemerkungen zu den 

Aus den Experimenten mit Zink, Cholsiiure und Eisessig 
sieht man also, daB ich keine Reduktion von Cholsiiure zu 
Desoxycholsiture beobachten konnte. 

Man sieht auch aus den Essigsiiureexperimenten, da’ die 
Substanz, welche aus dem loslichen Baryumsalz isoliert wurde, 
ein Monoacetylderivat ausmachte und dab das praktisch unlés- 
liche Baryumsalz eine Mischung von Mono- und Diacetylderivaten 
lieferte. ') 

F. Mylius?) beschreibt auch ein Mono- und ein Diacetyl- 
derivat: das erste erhielt er aus Cholsiiure mit Essigsiiure und 
Chlorwasserstolisaure, das letzte aus Cholsiiure mit Essigsiiure- 
anhydrid. Beide sind nach thm amorph, l6sen sich leicht in 
organischen Lésungsmitteln, aber nicht in Wasser, und liefern un- 
losliche Baryumsalze. Seine Analysen des Monoacetylderivats 
stimmen indessen besser fiir ein Diacetylderivat. 

Obgleich mein Monoacetylderivat so gut wie rein ist, hat 
dasselbe nur eine unbedeutende Krystallisationsfihigkeit. Das 
von mir dargestellte Monoacetylderivat ist ebenso wie die Mischung 
von Mono- und Diacetylderivat nur wenig J6slich in Wasser, 
aber iiuBerst leicht léslich in Alkohol, Ather, Benzol und Essig- 


1) Bei Anwesenheil von Zink entsteht nicht so viel vom Diacetyl- 
derivate als sonst; die Temperatur ist ja auch bei den Zinkexperimenten 
nicht so hoch. 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XIX, 2., 8. 2000 (in Ber., Bd. XX, 
5. 1979 — die Note — behauptet Mylius jedoch, daf\ das Diacetylderivat 
eigentlich aus einem Triacetylderivat besteht). 
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siure. Dasselbe in krystallisiertem Zustand zu erhalten, hat 
mir viel Miihe und Zeit gekostet. Nur durch Auflésen einer 
kleinen Quantitét, 0,7 g, in einigen Kubikzentimetern Essigsiiure 
und allméhliche Wasserzusiitze (etwas mehr als das Volumen 
Kssigsiure) schieden sich diuberst langsam kleine Nadeln aus. 
Ich hoffe spiiter durch Elementaranalysen meine soeben  be- 
schriebenen Versuche bestitigen zu konnen. 
SchluBanmerkungen. 

Wie aus dem Obigen ersichtlich ist, habe ich also mie 
Desoxycholsiiure, sondern in den alkalischen Reduktionsver- 
suchen unverdnderte Cholsiiure und in den Versuchen mit Zink 
und Kssigsaure wie in den mit Essigsaure allein nur Acety!- 
derivate erhalten. Wie soll man nun die Experimente und An- 
gaben Vahlens erkliiren 2? Die knappen Angaben, die er, nament- 
lich tiber seine alkalischen Reduktionsversuche, mitgeteilt hat, 
liefern leider keine geniigenden Anhaltspunkte fiir eine vollstandige 
Erkliirung. Ich kann nur die Vermutung aussprechen, dah die 
von ihm benutzte Cholséure nicht rein, sondern von seinem 
sogenannten Reduktionsprodukte, der «Desoxycholsaure», welche 
vielleicht nichts anderes als Choleinsiiure ist, verunreinigt war. 
Anhaltspunkte fiir eine solche Annahme finde ich in einer Arbeit 
von Pregl,') welcher gezeigt hat, dab desoxycholsaures Ba- 
ryum in einer Losung von Baryumcholat JOslich ist. Vahlen 
hat niimlich zur Reinigung seiner Cholséure von Choleinsiiure 
(Desoxycholsiiure) der Ausfiillung der letzten mit Chlorbaryum 
sich bedient. 

Warum aber die Entstehung von Acetylderivaten bei der 
Kinwirkung von Zink und Eisessig auf die Cholsiure Vahlen 
giinzlich entgangen ist, dafiir kann ich keine Erklarung geben. 


Upsala, Med. chemisches Laboratorium 1906. 


') Sitzungsberichte, |. c. S. 1033. Ich werde in einer folgenden 
Arbeit ein Material quantitativ behandeln, welches aufer Cholsaure 
Choleinsiiure enthalt. Schon jetzt kann ich erwahnen, dafi seine 1°/oige 
ammoniakalische Lisung nach 24 Stunden keine Fallung fiir 20°/oige 
Chlorbaryumlésung gab. Nachdem aber etwa 70° Cholsiiure abgetrennt 
waren (mit Hilfe von Alkohol), lieferte dagegen der Riickstand fiir die soeben 
erwihnte Konzentration einen verhiltnisméfig reichlichen Niederschlag. 


| 
| 

7 

| 


Zum Chemismus der Verdauung im tierischen K6rper. 
VII. Milteilung. 
Ein reiner Pylorusfistelhund und die Frage uber Gastrolipase. 
Von 
E. S. London. 


Mit einer Abbildung im Text. 


‘Aus dem pathologischen Laboratorium des K. Institutes fiir exper, Medizin 
zu St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Oktober 1906.) 


I. 


Bei den Pylorusfistelhunden, an denen unsere bisherigen 
Versuche ausgefiihrt wurden, bekamen wir immer in den Ver- 
dauungsprodukten Beimengungen von Siiften, welche beim Offen- 
bleiben der Fistelrohre aus dem Duodenum zuriickgeflossen 
waren (Galle, Pankreassaft und Darmsaft). Wir mubten beson- 
dere Hilfsversuche 
un den betreffenden 

Saftfistelhunden 
machen, um die Bei- 
mengungswerte Zu 
bestimmen. Ich ver- 
suchte zuerst durch 
verschiedene opera- 
tive Kunstgriffe diese 
Komplikation zu be- 
seitigen; es lieben 
sich aber auf diesem Wege keine befriedigenden Resultate er- 
zielen. Erst als ich die Verhiiltnisse beim Resorptionshund ver- 
folgte, fiel es mir ein, die erwa&hnte Komplikation durch eine 
Modifikation des Fistelrohres zu beseitigen. Ich verfuhr nun 
in der Weise, dali ich bei den Pylorusfistelhunden in die Rohre 
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siiure. Dasselbe in krystallisiertem Zustand zu erhalten, hat 
mir viel Miihe und Zeit gekostet. Nur durch Auflésen einer 
kleinen Quantitét, 0,7 g, in einigen Kubikzentimetern Essigsiiure 
und allméhliche Wasserzusiitze (etwas mehr als das Volumen 
Essigsiiure) schieden sich langsam kleine Nadeln aus. 
Ich hoffe spiitter durch Elementaranalysen meine soeben  he- 
schriebenen Versuche bestatigen zu kOnnen. 
SchluBanmerkungen. 

Wie aus dem Obigen ersichtlich ist, habe ich also nie 
Desoxycholsiiure, sondern in den alkalischen Reduktionsver- 
suchen unveriinderte Cholsiiure und in den Versuchen mit Zink 
und Mssigsiiure wie in den mit Essigsiiure allein nur Acetyl- 
derivate erhalten. Wie soll man nun die Experimente und An- 
gaben Vahlens erkliiren ? Die knappen Angaben, die er, nament- 
lich iiber seine alkalischen Reduktionsversuche, mitgeteilt hat, 
liefern leider keine geniigenden Anhaltspunkte fiir eine vollstandige 
Erkliirung. Ich kann nur die Vermutung aussprechen, dab die 
von ihm benutzte Cholsaure nicht rein, sondern von seinem 
sogenannten Reduktionsprodukte, der «Desoxycholsaure», welche 
vielleicht nichts anderes als Choleinsiiure ist, verunreinigt war. 
Anhaltspunkte fiir eine solche Annahme finde ich in einer Arbeit 
von Pregl,!) welcher gezeigt hat, dab desoxycholsaures Ba- 
ryum in einer Losung von Baryumcholat ldslich ist. Vahlen 
hat niimlich zur Reinigung seiner Cholséure von Choleinsiiure 
(Desoxycholsiiure) der Ausfiillung der letzten mit Chlorbaryum 
sich bedient. 

Warum aber die Entstehung von Acetylderivaten bei der 
Kinwirkung von Zink und Eisessig auf die Cholsiiure Vahlen 
ginzlich entgangen ist, dafiir kann ich keine Erklaérung geben. 


Upsala, Med. chemisches Laboratorium 1906. 


) Sitzungsberichte, |. c. S. 1033. Ich werde in einer folgenden 
Arbeit ein Material quantitativ behandeln, welches aufer Cholsiaure 
Choleinsiure enthilt. Schon jetzt kann ich erwihnen, seine 1°/oige 
ammoniakalische Lésung nach 24 Stunden keine Fallung fiir 20°/oige 
Chlorbaryumlésung gab. Nachdem aber etwa 70° Cholséiure abgetrenn! 
waren (mit Hilfe von Alkohol), lieferte dagegen der Riickstand fiir die soeben 
erwihnte Konzentration einen verhiltnismiafig reichlichen Niederschlag. 


Zum Chemismus der Verdauung im tierischen Korper. 
VII. Milteilung. 
Ein reiner Pylorusfistelhund und die Frage uber Gastrolipase. 


Von 
S. London. 


Mit ciner Abbildung im Text. 


‘Aus dem pathologischen Laboratorium des K. Institutes fiir exper. Medizin 
zu St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Oktober 1906.) 


I. 


Bei den Pylorusfistelhunden, an denen unsere bisherigen 
Versuche ausgefiihrt wurden, bekamen wir immer in den Ver- 
dauungsprodukten Beimengungen von Siiften, welche beim Offen- 
bleiben der Fistelrohre aus dem Duodenum zuriickgeflossen 
waren (Galle, Pankreassaft und Darmsaft). Wir muBbten beson- 
dere Hilfsversuche 
an den betreffenden 

Saftfistelhunden 
machen, um die Bei- 
mengungswerte Zu 
bestimmen. Ich ver- 
suchte zuerst durch 
verschiedene opera- 
tive Kunstgriffe diese 
Komplikation zu be- 
seiligen; es lieben 
sich aber auf diesem Wege keine befriedigenden Resultate er- 
zielen. Erst als ich die Verhiiltnisse beim Resorptionshund ver- 
folgte, fiel es mir ein, die erwéhnte Komplikation durch eine 
Modifikation des Fistelrohres zu beseitigen. Ich verfuhr nun 
in der Weise, dali ich bei den Pylorusfistelhunden in die Rohre 
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eine metallische, iiber den inneren Rand hervortretende Scheide- 
wand einléten lieb (Fig. 1, a). Die Rohre wird fiir die Zeit des 
Versuches mit einem Gummischlauch so befestigt, dab die orale 
Hiilfte (Fig. 1, b) in den Pylorus geht. Die Siifte, welche aus 
dem Duodenum in die anale Hiilfte kommen, werden durch eine 
Gumimirdhre (Fig. 1. ©) abgeleitet. Die letztere ist an einer Glas- 
rohre (Fig. 1, d) angesetzt, die von dem in der analen Offiung 
sitzenden Korke abgeht. 

Kin so korrigierter «reiner» Pylorusfistelhund 
das Studium der Magenverdauung in einwandfreier Weise. 


An den korrigierten Pylorushunden unternahmie ich vor 
allem Versuche, fir welche sich blob solche Tiere eignen. Vor 
6 Jahren erschien cine Arbeit von Volhard, aus der heryor- 
geht, dab im Magen eine weitgehende Spaltung fein emulgierter 
Fette (Kigelb, Milch) zustande kommt. Nach Vothard= wird 
dies durch die Wirkung einer Gastrolipase bewirkt. Stade, 
Zinber, Fromme, Laqueur, Bickel, Heinsheimer, Serg- 
wick und Fallaise bestiitigten im wesentlichen Volhards 
Ansicht. Einige Forscher aber erkennen die Gastrolipase nieht an 
(Klemperer und Schleuerlen, Klug, Contejan, Kunkel, 
Inouye und Ludwig v. Aldor), indem sie annehmen, dab die 
Spaltung fein emulgierter Fette im Magen der Bakterienwirkung 
oder dem Einflusse des aus dem Duodenum zurtickflieBenden 
Pankreassaftes zugeschrieben werden kann. 

Z7unichst war natiirlich von Interesse, festzustellen, ob 
bei Kigelbfiitterung eine weitgehende Fettspaltung im Mage 
des Hundes zu konstatieren sei. 

Ks erwies sich, dab bei unserem Magenfistelhund (Wolt- 
schok) am Ende der zweiten Stunde der Eigelbverdauung eine 
Fettspaltung von 17 bis 25°/o aufzufinden ist. 

Wiire dieser bedeutende Spaltungsgrad Folge der Gastrol- 
pasewirkung allein, dann wiire zu erwarten, daB man auch be 
dem reinen Pylorusfistelhund eine so hohe Spaltung finden wiirde. 
Es hat sich aber herausgestellt, dafi dieselbe bei ihm eine be- 
deutend geringere ist: 2.7°/o; 3.5°%/o: 4,790: 5,60. 
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Die Spaltung war nicht gréber, wenn der Hund anstatt 
rohes, aufgekochtes Kigelb bekam, obschon der Magen dasselbe 
ganz fein zerrieben und mit reinem Safte griindlich vermischt hat. 

Durch die Resultate am reinen Pylorusfistelhund wird der 
zwingende Beweis geliefert, daB der grobe Gehalt des Magen- 
inhaltes an freien Fettsiiuren bei Eigelbfiitterung nicht der Wir- 
kung des Magensaftes allein verdankt: vielmehr mu hier der 
Riicktritt des Darminhaltes (Séfte und freie Fette) in Betracht 
sezovzen werden. 

Meine Versuche in vitro haben ebenfalls ergeben, dab’ die 
Spaltung der Eigelbfette durch den reinen Magensaft (aus dem 
kleinen Magen) bei 2-stiindigem Stehen im Thermostaten bet 
37°C. nicht mehr als 2—5°/o erreicht. 

Das Verhalten von nicht emulgierten Fetten im Magen- 
darmkanal hat Herr S. Levites an meinen Verdauungstfistel- 
hunden genau studiert.?) 

Ich gebe hier ein Versuchsprotokoll, aus dem der Gang 
der Untersuchung zu ersehen ist. 

Versuch V. 7. X. 06. Zwei Hunde und eine Kontrollprobe. 

A. Dschutschka (reiner Pylorusfistelhund). 
tm 8 Uhr 40 Min. bekommt der Hund 5 cem Ergelb. 
Bis 9 Uhr theft von Zeit zu Zeit durch das Glasguinmirohr braun- 


gelb gefirbter Saft. 
Um 9 Uhr ft Min., doh. 21 Minuten nach der Fiitterung, erscheint 
der erste Magenschuf. Dann folgen Schiisse in Intervallen von 1 — 


— 45% — 5” — # (Y nacheinander folgende Schiisse) 
3410" — 25" — — 10% — 2°15" — 40% — 1135" — 10% — 

10% — 3% — 10% — 12” — 40%. Wiihrend 10 Minuten kommen tropfen- 


weise Ausscheidungen, dann wieder Schiisse in Intervallen von 1 bis 
2 Minuten. 

Die Ausscheidung sistiert um 10 Uhr 20 Min. 

Dauer der Ausscheidung also: 1 Stunde 40 Minuten. 

Zur Analyse genommen 20 ecm des Breies. 

B. Woltschok (Magenfistelhund). 

Um 8 Uhr 45 Min. bekommt der Hund 5 cem Eigelb. 

Nach Verlauf von 1 Stunde 40 Minuten wird die Fistel gedffnet 
und dem: ausgeflossenen Mageninhalt 20 cem zur Analyse genommen. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, Heft 2 u. 3. 
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(. Zur Kontrolle dienten 45 ccm Eigelb in 15 ccm aufgekochten 
und dann abgekiihlten Magensaft aufgeschittelt und wihrend 1 Stunde 
M) Minuten im Brutschrank bei 37° C, gehalten. 


Die Analyse der Proben geschah in derselben Weise, wie 
es Volhard und Stade angegeben haben: Extraktion im Schiittel- 
apparat mit Ather-Alkohol (60: 4), Titration in 50 cem Alkohol 
mit !/1o-Normalnatronlauge, Verseifen mit 10 cem Normalnatron- 
lauge (24 Stunden bei Zimmertemperatur oder 2 Stunden auf 
dem Wasserbade), Neutralisieren mit normaler Salzsiiure und 
Titrieren mit '/:o-Normalnatronlauge. Resultat: 


Kontrollprobe : 7,7 freie Fettsiure 
Pylorusfistelhund: 18,5°/0 » = (138,3—7,7) 5,6%o 
Magentfistelhund: 25,0°/o — » . = (25,0—7,7) 17,30 


Weitere Versuche am reinen Pylorusfistelhunde mit Kiweil 
und Kohlehydraten sind im Gange. 


Zur Kenntnis der allmahlichen Hydrolyse des 
Pferdeoxyhamoglobins. 
Von 
Hugo Kirbach. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts Leipzig. 
(Der Redaktion zugegangen am 6. November 1906.) 


Zur Aufklirung der Konstitution des Eiweibes sind vor- 
wiegend Spaltungsversuche ausgefiihrt worden, bei denen durch 
tief eingreifende Reaktionen, wie durch die Einwirkung von 
siedender starker Salzsiiure, ein Zerfall des Eiweiimolekiiles in 
die sogenannten letzten Spaltungsprodukte, Amidosiiuren usw., 
hewirkt wird. Hingegen liefert eine allmahliche Hydrolyse nicht 
sofort diese letzten Spaltungsprodukte, sondern grobere Kom- 
plexe derselben, deren niihere Untersuchung einen Kinblick in 
die Verkettung der kleinen, bei der vollstandigen Hydrolyse aulf- 
tretenden Gruppen zu gewaéhren verspricht. Die in dieser Rich- 
tung von Siegfried unternommenen Versuche, der das Glutin 
und das Casein der a'lmiihiichen Hydrolyse unterwarf, haben 
ergeben, dab sowohl im Glutin!) als auch in Casein?) die bet 
der vollstiindigen Hydrolyse als Arginin, Lysin) und Glutamin- 
siiure auftretenden Spaltungsprodukte der betreffenden Protein- 
korper wenigstens zu einem wesentlichen Teile in einem Komplex 
von ausgesprochenem basischen Charakter vereinigt sind. Beim 
Glutin enthilt dieser Komplex auch noch Glykokoll. 

Siegfried isolierte diesen basischen Komplex beim Glutin 
zuerst durch die Einwirkung von 12!/2°/oiger Salzsiiure auf 
das mit Hilfe seiner Kisenmeihode rein dargestellte Glutintrypsin- 
pepton, dessen weitere Zersetzung er mit Hilfe des Drehungs- 
vermogens der ZersetzungslOsung kontrollierte, wobei sich nach 


') M. Siegfried, Zur Kenntnis der Hydrolyse des Kiweifves, Be- 
iicht der math.-phys. Klasse der Kgl. Siichs. Ges. der Wissensch. zu Leipzig. 

*) M. Siegfried, Uber Caseinokyrin, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 
>. 46 ff. 
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einer gewissen Zeit eine Abiinderung der Linksdrehung nicht 
mehr zeizte: dann direkt aus der Gelatine. indem er sie ebenso 
der Kinwirkung von 12! 2°%/oiger Salzsiiure bei 58—%40° aus- 
setzte. Auf gleiche Weise zersetzte er direkt das Casein, [n 
allen 3 Féillen wurden die entstehenden  basischen Komplexe 
aus der Zersetzungslosung mit Phosphorwolframsiiure ausgefiil!| 
und in Sulfate tbergefiihrt, die nach mehreren Umféillungen 
Konstanz ihrer Zusammensetzung zeiglen: die beiden aus der 
Gelatine gewonnenen K6rper stimmten unter sich vollst&udiy 
liberein. Die Konstanz der Zusammensetzung und die weitere 
Untersuchung der isolierten basischen Komplexe berechtigtes 
Siegfried zu dem Schlusse, dab in ihnen einheitliche Kérper 
von ganz besonderem Typus vorliegen. Er bezeichnete sie als 
die basischen Kerne des Glutins und des Caseins und gab thnen 
die Namen Glutokyrin und Caseinokyrin. Thre Phosphorwolframate 
krystallisieren in gut ausgebildeten Krystallen. 

Da aus der Existenz solcher basischen Komplexe oder 
Kyrine im Leim und Casein noch nicht ohne weiteres ge- 
schlossen werden konnte, dab solche auch in anderen Protein- 
stoffen vorhanden sind, mubten Versuche gemacht werden, atic) 
wus anderen Eiweibkérpern und zwar verschiedener Gruppe 
solche basische Komplexe oder Kyrine zu isolieren. 

Ich unterzog mich daher auf Veranlassung Herri 
Professor Dr. Siegfried der Aufgabe, festzustellen, ob auch 
die im Hiimoglobin vorhandenen basischen Spaltungsprodukte 
in einem derartigen einheitlichen Komplex, eimem Kyrin, 


sammenzgeschlossen auftreten. 
I. Darstellung des Roh-Globinokyrinsulfates. 


Als Ausgangsmaterial wurde seiner leichten Krystallisations- 
fihigkeit wegen Plerdeoxyhimoglobin genommen. Dasselbe wurde 
nach dem Verfahren von Hoppe-Seyler dargestellt. Die Krystallc 
wurden noch 2mal umkrystallisiert, indem sie in Wasser vou 
39° gel6st und dann wie vorher aus der gekitihiten L6sung 
dureh kalten Alkohol wiederum ausgesehieden wurden. Das 
Nachwaschen geschah mit einer kalten Mischung von 1 Volume: 
Alkohol und 3 Volumen Wasser. 
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Die allmiihliche Hydrolyse geschah mit der ca. 10 fachen 
Menge 12"!2°/oiger Salzsiure withrend 10—12 Tagen bei 37—40°. 
Bei Darstellung A und B wurde der das Gemisch von Oxyhiimo- 
globin und HCl enthaltende Kolben in Wasser von 37-—-40° 
gesetzt und des Ofteren umgeschiittelt, bet Darstellung C dagegen 
der von M. Siegfried konstruierte Verdauungsapparat benutzt. 

Der Apparat besteht aus einem grofen Kesse!, in welchem Wasser 
auf 87--40° erwiirmt wird. Mit Hilfe eines Ostwaldschen Thermostaten 
wird die Temperatur konstant erhalten. Im Kessel stehen 4 grofe, innen 
glasierte Tépfe, die mit Glasdeckeln zugedeckt werden, Durch diese mit 
je 2 Tuben versethenen Glasdeckel reichen ein Thermometer ein 
starker gliserner Rithrer in das Innere der TOpfe und tauchen in die 
eventuell darin vorhandene Flissigkeit. Die Riihrer werden durch einen 
Elektromotor langsam gedreht, kénnen héher und tiefer geschraubt und 
vermittelst einer besonderen Finrichtung ausgehingt und damit aufer 
Funktion gesetzt werden, sodaf\ sich immer nur der Jeweilige in Gebrauch 
befindliche Riithrer bewegt. 

Der Apparat wurde Tag und Nacht in Betrieb  gelassen. 
Durch das bestiindige Ruihren wurde selbstverstiindlich eine 
infensivere Mischung des zu zersetzenden Hiimoglobins mit der 
Salzsiure erméglicht, als beim zeitweiligen Schiitteln und dadureh 
die Zersetzung beschleunigt. 

Nach ca. 12 taviger Zersetzung wurden die Zersetzungs- 
l6sungen von ungelost gebiiebenen Riiekstanden filtriert, diese 
gut ausgewaschen und das dunkel aussehende mit den Wasch- 
Wiissern vereinigte und dem gleichen Volumen Wasser verdiinnte 
Filtrat unter kriftigem Rihren zuerst mit 10°/oiger, dann mit 
)0°%/oiger Phosphorwolframsiurel6sung versetzt: es fiel dadurch 
das rohe Kyrinphosphorwolframat als toniger Niederschlag aus. 
Die Phosphorwolframsiure war vor ihrer Verwendung nach 
Drechsel') ausgeiitherl, da auch die als rein bezogene Séure 
selien frei von Verunreinigungen ist. 

Da sich das Roh-Kyrinphosphorwolframat im Uberschusse 
der Siiure wieder l6st, wurde ein solcher vermieden. Das Phos- 
phorwolframat setzte sich schnell und gut ab, so dali die Mutter- 
lauge leicht daraufhin gepriift werden konnte, ob alles ausgefillt 
war. Der Niederschlag wurde nun nach Abhebern der dariiber- 


') Drechsel, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XX, S. 1452. 
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stehenden Fliissigkeit, die die vom Kyrin abgespaltenen und durch 
Phosphorwolframsiure nicht fillbaren Bestandteile des Zer- 
setzungsproduktes enthielt, und die nun hell geworden war, auf 
der Nutsche abgesaugt und griindlich bis zur Cl-Freiheit  aus- 
gewaschen. Er saugte sich gut ab. Das Auswaschen geschah 
mit 5°/oiger Schwefelsiiure, da in derselben das Kyrimphosphor- 
wolframat, wenn auch immerhin etwas, so doch bei weitem 
nicht so Jéslich war als in 5°/oiger H,SO,-+-5°/oiger Phosphor- 
wolframsiure oder Wasser. Es ziemlich lange ausye- 
waschen werden, wodurch natiirlich Verluste entstanden, aber 
die yollstiindige Beseitigung des Chlors war uner.iiBiich, da 
es sonst spiiter auf keine Weise zu entfernen gewesen wiire, 

Der Cl-freie Niedersechlag wurde nun mit Wasser und 
Ammoniak unter Erwiirmen bis zu 40° gelést und mit Baryt- 
hydrat unter moglichster Vermeidung eines groberen Uberschusses 
zersetzt. Vom Niederschlage wurde abfiltriert, mit Wasser gut 
ausgewaschen, das Filtrat von der geringen Menge tiberschiissigen 
Baryts durch Zusatz von Ammoncarbonat befreit und vom ent- 
standenen Niederschlage wiederum filtriert. Die Losung, die 
jetzt eine gelbe Fiirbung hatte, wurde auf dem Wasserbade bis 
zum dicken Sirup cingedampft. Dieser Sirup reagierte stark 
alkalisch — er enthielt das Rohkyrin. 

kr wurde nun durch Zugabe von zuerst konzentrierter 
und dann verdiinnter Schwefelsiiure bis zur schwachen Blauung 
von Kongopapier gelést und so das Kyrinsulfat gebildet. Um 
dieses in festem Zustande zu erhalten, wurde zu der abfiltrierten 
schwefelsauren Losung das gleiche Volumen absoluten Alkohols 
gegeben und nun gefallt, indem ich diese Losung aus einem 
Tropftrichter in diinnem Strahle in absoluten Alkohol, der durch 
einen mechanisch bewegten Riihrer kriiftig umgertihrt wurde, 
einflieBen lieB. Auf ca. 20 cem der schwefelsauren L6sung 
nahm ich 1 kg absoluten Alkohol. Das Sulfat fiel dabei schon 
beim ersten Male in sehénen weiBen Flocken aus, so dab sich 
eine Entfiirbung des Rohsirups durch wiisserige Bleiacetatl6sung 
wie beim Caseinokyrin als nicht notwendig erwies.') Das Sulfat 


') M. Siegfried. Uber Caseinokyrin, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 
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setzte sich, wenn die zugeflossene Menge der LoOsung der Quan- 
titéit des Alkohols entsprach, auch sehr gut ab. 

Nach dem Abhebern der Mutterlauge wurde ab- 
gesaugt, mit absolutem Alkohol bis zum Versagen der SO,- 
Reaktion, dann mit Ather | ausgewaschen und das Sulfat schlieb- 
lich im evakuierten Exsikkator unter hiiufigem Erneuern der 
Schwefelsiiure bis zur vollstiindigen Entfernung des Athers ge- 
trocknet. 


Ausbeute: 


Darstellung A. Aus 6—71 Pferdeblut wurde zweimal 
umkrystallisiertes Oxyhimoglobin dargestellt: dasselbe wurde 
ohne vorheriges Trocknen 11 Tage lang mit 61 12!/2°/oiger 
Salzsiiure im Kolben unter hiiufigem Schiitteln zersetzt. Zur 
Ausfiillung des Phosphorwolframates aus der Zersetzungslésung 
wurde gebraucht '/2 kg Phosphorwolframsiaure, zur Ausfillung 
des festen Sulfates aus der schwefelsauren Losung 5 | Alkohol. 
Ausbeute 30 ¢ Rohkyrinsulfat. 

Darstellung Bb. Aus 35 1 Pferdeblut wurde zweimal um- 
krystallisiertes Oxyhiimoglobin dargestellt und 12 Tage lang 
mit 301 12'/2°/oiger HCl im Kolben unter hiiufigem Sehiitteln 
zersetzt. Verbrauch an Phosphorwolframsiéure ca. 3 kg, an Al- 
kohol 23.1. Ausbeute 200 g Rohkyrinsulfat. 

Darstellung C. Aus 20 1 Pferdeblut wurde zweimal um- 
krystallisiertes Oxyhiimoglobin dargestellt und 10 Tage lang 
mit 18 1 12%/2°/oiger HCl im Verdauungsapparat zersetat. Ver- 
brauch an Phosphorwolframsiiure ca. 13/1 kg, an Alkohol 16 1. 
Ausbeute ca. 119 g Rohkyrinsulfat. 


II. Reinigung des Kyrins, Eigenschaften und Zusammensetzung 
desselben. 


Zur Reinigung des KRohkyrinsulfates wurde dasselbe in 
folgender, doppelter Weise umgefiillt: 

a) Das feste Sulfat wurde in wenig gemessenem Wasser 
gelost und nun absoluter Alkohol unter Umschiitteln in diinnem 
Strahle so lange zugesetzt, bis das Kyrin als Ol abgeschieden 
wurde und als ziihe Substanz am Boden des CGefiibes klebte, 
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was die 5—6fache Menge Alkohol erforderte. Es wurde iiber 
Nacht stehen gelassen, der Alkohol abgegossen, nochmals in 
Wasser gelOst und mit Alkohol gefiilt, am néchsten Tage ab- 
gegossen und nun erst wieder das Ol in 5°oiger H,SO, gelist. 
mit dem gleichen Volumen Alkohol versetzt und diese Losung 
wie beim Fiillen des Rohsulfates in Alkohol verriihrt. Auf diese 
Weise wurde also in Staffeln zu je 3 Stationen gereinigt. 

b) Das feste Sulfat wurde in 5° oiger Schwefelsaure ge- 
lOst und sofort wieder in Alkohol als festes Sulfat gefallt.' 

Ich habe zuletzt dieser zweiten Reinigungsweise den Vor- 
zug geeeben, weil meinen Beobachtungen nach die Fillung als 
Ol eine Reinigung in geringerem Mabe bewirkt: denn wiihrend 
ich bei hintereinander erfoigter 8maliger Olffillung und daraut- 
folgender Fiillung als festes Sulfat (also 9 Umfallungen) die 
C-Werte von 37.77 °/o und 37,92 %/o erhielt, bekam ich aus dem- 
selben Rohsulfate nach einmaliger Umfiillung in das feste Sulfat 
die Werte 56,58°/0 und 36,24°/0, die sich dem konstanten 
Werte schon um iiber 1°/o nihern. AuBerdem gingen, wie die 
Analysentabelle aul's. 140 zeigt, die C-Werte bei der 2. Reinigungs- 
methode von Umféllung zu Umfillung um rund 1°/o herunter: 
eine grobere Dilferenz wurde durch die Staffelfillung, die doch 
einer Smaligen Umfillung gleichkommen sollte, auch nicht er- 
reicht. Dagegen sind hier die Verluste an Substanz, an Zell 
und der Verbrauch an Alkohol gréBer gewesen. 

Ks mubte, wie die Analysentabelle auf 5. 140 anzeigt, 
ziemlich oft umgefillt werden, ehe eine Konstanz der Werte 
eintrat, ehe also das Kyrin rein war. Die Verluste beim Um- 
fiillen waren ziemlich grob: sie betrugen 20— 25°/o des jedes- 
mal angewandten festen Sulfates; aber es kann ja wohl gerade 
deshalb aus der Konstanz der Fraktionen beweisend auf die 
Kinheitlichkeit’ des Kyrins geschlossen werden. Des weiteren 
ging aus den Analysen hervor, daf das Sulfat von Anfang 
an nahezu aschefrei war. Die die Inkonstanz der Zusammen- 
setzung der ersten Fraktionen bedingenden Verunreinigungen 


') Siehe Seite 132 und M. Siegfried, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 
S. 48. 
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konnten also nicht anorganischer, sondern nur organischer 
Natur sein. Als besonders hartniickige Verunreinigung erwies 
sich das Tyrosin. Bei Spaltung von 12 ¢g des Sulfates der 
15. Umfallung, bei welcher die Zusammensetzungswerte den 
konstanten Werten schon sehr nahe kommen, mit verdiinnter 
Schwefelsiiure wurde noch ziemlich O,f g Tyrosin abgeschieden ; 
seine Identitét wurde durch die Millonsche Reaktion und die 
Form seiner Krystalle nachgewiesen. Diese geringe Menge ver- 
mochte freilich die Analysenwerte nicht merkbar beein- 
flussen: seine reichliche Anwesenheit in den ersten Sulfathillungen 
war aber jedenfalls neben der Anwesenheit anderer Verun- 
reinigungen die Ursache dazu, dab die C-Werle so hoch und 
die N-Werte viel niedriger gefunden werden. Moglich ist auch, 
daB nicht Tyrosin selbst, sondern ein bei der Spaltung Tyrosin 
lieferndes Produkt die Verunreinigung bewirkte. 

Auch die Konstanz der Verteilung des durch Phosphor- 
wolframsiiure fiillbaren und nicht’ fiillbaren N nach Spaltung 
des Kvrins mit Schwefelséiure wurde als Kriterium fir die 
Reinheit des Sulfates genommen, wie die Tabelle auf S. 156 
zeigt) Auch hier mag, neben anderen Verunreinigungen, haupt- 
siichlich das Tyrosin die Ursache des bei unreinen Fraktionen 
geringer gefundenen Basenstickstoffes gewesen sein. 

Im ganzen wurde bei dem aus Darstellung Bb gewonnenen 
Kyrinsulfat, mit dem die Hauptuntersuchungen ausgefiihrt wur- 
den, 24mal umgefallt (also 8 Staffeln). Darstellung ergab 
schon nach 3maligem direkten Umfiillen in das feste Sulfat 
den konstanten C-Wert. 

Kigenschaften: Das Sulfat des aus dem Hiimoglobin 
dargestellten Kyrins konnte in Krystallform nicht erhalten werden, 
ebensowenig wie dic Sulfate des Gluto- und Caseinokyrins. Aber 
auch beim Phosphorwolframat verliefen die Krystallisations- 
versuche resultatlos, wihrend die Phosphorwolframate des Gluto- 
und Caseinokyrins charakteristische Krystalle zeigten. Es wurden 
folgende Versuche gemacht: 

Kine L6osung von 0,2 g des reinen Kyrinsulfates in Wasser 
wurde mit Natronlauge eben alkalisch gemacht und aus ihr 
ohne Gegenwart von Mineralsiituren mit Phosphorwolframséure 
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das Phosphorwolframat ausgefillt. Der Niederschlag wurde ab- 
filtriert, gut mit Wasser ausgewaschen und dann in heifer; 
Wasser gelést. Von einem etwa ungelést gebliebenen Riick- 
staunde wurde heifi abfiltriert. Beim langsamen Erkalten schied 
sich das Phosphorwolframat -wieder aus; eine Probe davon, 
unter das Mikroskop gebracht, zeigte aber keine Krystalle, son- 
dern nur regelmabige Kornchen. Auch ein Zusatz von yer- 
diinnter Schwefelséure zu dem gut ausgewaschenen, in Wasser 
suspendierten und darauf heiB gelésten Phosphorwolframate be- 
wirkte keine Krystallbildung: es waren auch hier selbst nach 
mehrtiigigem Stehenlassen nur KOrnchen zu sehen. — Es js} 
moglich, daBb die Anwesenheit des Histidinkomplexes im Hiimo- 
globinokyrin, der bei den bis jetzt dargestellten Kyrinen  febit, 
hier aber, wie spiiter gezeigt werden wird, vorhanden ist, die 
Krystallbildung verhindert oder zum mindesten sehr erschwert. 
Arginine und Lysinphosphorwolframat sind leicht in Krystailen 
zu erhalten, besonders letzteres, das schon beim gewo6hnlichen 
Millen ziemlich groben, auch ohne Mikroskop sichtbaren 
Nadeln auskrystallisiert. Anders verhalt sich das Histidinphos- 
phorwolframat. Eine kleine Quantitaét des spiiter gewonnenen 
Histidinchlorids wurde in’ wenig Wasser gelost, das Histidin 
mit) Phosphorwolframsiiure ausgefillt, das Phosphorwolframat 
in heiBem Wasser gel6st und durch Erkaltenlassen wieder ab- 
geschieden. Eine Probe zeigte auch hier unter dem Mikro- 
skope nur KOrnchen; dagegen bewirkte der Zusatz von Schwefel- 
siiure zu dem-im Wasser suspendierten Phosphorwolframate, 
dab sich, wenn aueh keine ausgesprochenen Krystalle, so doch 
immerhin zerfahrene Blittchen  bildeten. 

Das dargestellte Kyrinsulfat ist ebenso wie die freie Base 
leicht l6slich Wasser. 

In Alkohol ist das Kyrin fast, in Ather vollstiindig un- 
loslich. 

Ks gibt deutlich die Biuretreaktion mit einem Stich ins 
Bordeauxrote, aber nicht die Millonsche Reaktion. 

Das Sulfat gibt deutlich die Kongoreaktion. 

Das Kyrinsulfat ist optisch inaktiv. | 
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Zusammensetzung des Kyrinsulfates. 

Fiir die Analysen wurde das Kyrinsulfat bei ca. 95° bis 
zum konstanten Gewicht getrocknet. Es geschah dies in dem 
von Siegfried konstruierten, mit Riickflubkiihler versehenen 
Trockenapparate,!) welehem nach dem bekannten Prinzip 
die Temperatur konstant bleibt und immer mit H,SO, getrocknete 
Luft tiber die Substanz geleitet wird. Das Sulfat wurde erst 
einen oder zwei Tage lang im Schiffchen tiber Schwetelsiiure 
vetrocknet, da es sonst im Trockenapparate leicht) sehmilzt. 
Die Substanz zeigte nach 3-—4tagigem, tiiglich ungefihr Ostiin- 
digem Trocknen Konstanz. Die Gewichtsabnahme riihrte nur 
zum allergeringsten ‘Teile von einem Wasserverluste her; der 
erObte Teil ist dem Verschwinden des Alhohols zuzuschreiben, 
den das tiber Schwetelsaéure getrocknete Sulfat hartniickig zu- 
riickhélt, 

Die Kohlen- und Wasserstoffbestimmungen wurden mit 
grobem CuO, reduziertem Cu und Bleichromat ausgefiihrt, die 
Stickstoffbestimmungen teils nach Kjeldahl, teils nach Dumas. 

Es wurden meist Parallelbestimmungen ausgefiihrt. 

Die Analysen ergaben folgende Werte: 

Darstellung A: Die geringe Menge Substanz, die nach 
den Vorversuchen tibrig blieb, gestattete keine Analysen. 

Darstellung B: Das Rohkyrinsulfat wurde nicht analy- 
siert. Ausbeute 200 ¢.  Hiervon wurde ein 

B 2. 180 g vom Rohsulfat. Smalige Olfiillung und darauf- 
folgende Fillung als festes Sulfat, also 

9 Umfallung (1, Il und Ill. Staffel). Ausbeute 145 g. 
|. 01420 g Substanz ergaben 0,1962 g CO, und 0,0788 g H,O, 

also C = 37,77°%o, H = 6,13°%o, Asche = 0,41°%o. 

2. 01416 g Substanz ergaben 0,1969 g CO, und 0,0766 H,0O, 

C = 37,92%, H = 6,00%, Asche == 0,46%o. 

3. 0,1889 g Substanz erforderten 18,15 cem "/10-H,SO,, N= 


4. O1988 » 18,8 » > » == 13,24%. 
d. O1935 » ergaben 0,1423 g BaSO,, S = 10,1°%/o. 
6. » » 01202 > » = 10,3%o. 


12. Umfallung (nach 2 maliger Olfiillung, also IV. Staffel) ; 
Ausbeute 103 g. 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, S. 50. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. L. 10 
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|. 0,1963 g Substanz ergaben 0,2592 g CO, und 0,1105 ¢ H,O, 
36,02 Hl == 6,26°%/o, Asche 0),27 °/o. 
2. 02110 g Substanz ergaben 0,2797 g CO, und O0,1117 g H,O, 
— $6,15°%/o, H = 5,89, Aschefrei. 
3. 0,2065 g Substanz erforderten_ 20,4 ccm ®/10-H,SO,, N = 13,8° 
4. ON9BL » 19,45 > » == 
d. ergaben 0,1646 g BaSO,, 5 == 10,89° 0. 
15. Umfiillung (nach vorhergehender 2maliger Olfallung, 
ulso V. Staffel). Ausbente 76 g. 
1. Substanz ergaben 0,2382 g CO, und 0,0972 H,0, 
C = 35,34°%o, H = 5,92%o, Aschefrei. 
Das Schiffehen wog nach der Verbrennung 0,0002 ¢ mehr, 


als es ohne Substanz gewogen hatte. 
2. OA923 Substanz ergaben 0.2465 ¢ CO, und 0,1035 g H,O, 


os 


0.2004 Substanz erforderten 20,8 com "/10-H,50,, N 14,53 °%7/o. 
t. O,2192 » 22,5 » » 14,37 °/o. 
5. 0.2421 » vaben O,1880 g BaSO,, 5 == 10,66 


18. Umfillung (nach vorhergehender 2maliger O:fallung, 


also VI. Staffel). Ausbeute 55 g. 
1. OLOIS g Substanz gaben 0.1278 CO, und 0,0549 g 


C = 34,38°%, H = 5,99%o, hefrei. 
2. 0.2054 g Substanz gaben 0.2563 ¢ CO, und 0,1094 g H,O, 

34.08% 0, H Aschefrei. 
3. g Substanz erforderten 21,5 cem "/10-H,SO,, N == 14,95"). 
4. 0,1826 19,65 » » » == 15,06%o. 
5. » gaben 0,1331 g BaSO,, S = 11,08°/o. 


21. Umfiillung (nach vorhergehender 2 maliger Olfallung, 


also VII. Stalfel). Ausbeute 41 g 
1. 0.2079 Substanz gaben 0,2611 CO, und 0,1125 g H,0O, 


C == 34,25%, H = 6,01°/o, Aschefrei. 
2. O1954 g Substanz gaben 0.2464 g CO, und 0,1044 g HO, 

C= 39/0, H = D,94°/o, Aschefrel. 
3. 01964 g Substanz erforderten 21,3 ®/1o-H,SO,, N == 15,17 °/o. 
4. >» 18,07» » == 15,02%o. 
5. OL417 gaben O,L116 g BaSO,, S = 10,81°/. 


Der Genauigkeit wegen wurde nochmals umgefiallt, also 


24. Umfillung (nach vorhergegangener 2maliger Ol- 
fiillung, also VIII. Staffel). Ausbeute 32 g 
1. O,1787 g Substanz gaben 0.2192 ¢ CO, und 0,0924 H,0, 

C == 34,42%, H = 5,91°/o, Aschefrei. 
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2. 01478 g Substanz erforderten 15,8 cem N == 14,96%o. 
3. 0,1292 » > 14,07 » >» == 16,26%e. 
t. OTT » gaben 0,1401 g BaSQO,, 5 = 10,92°%c. 


Die Konstanz fir C wurde also bei der 18. Umfiillung, 
die fiir N bei derselben, die fiir S sehon bei der 12. erreicht. 
Der Wert fiir H entsprach von Anfang an schon dem Durch- 
schnittswerte; seine Schwankungen waren verhiltnismiabig ge- 
ring —- er konnte also als Kriterium. fiir die Reinheit des Pra- 
parates nicht gelten. 

Bei der direkten Umifiillung des Sulfates wieder in das 
feste Sulfat (also ohne Olfiillung) wurde die Konstanz des C- 
Wertes schon eher erreicht. 

Darstellung nach Seite 134 b) umgefiillt. 

lL. Umfiillung: 

1. 0.1524 g Substanz gaben 0.2070 g CO, und 0,0876 H,O, 

C = 36,61%, H = 6,31%o, Asche = 0,39%o, 

0.1137 g Substanz gaben O,1511 CO, und 0.0633 H,O, 

C = 36,24°o, H = 6,19°/o, Asche = 0,58%o. 

Il. Umfillung: 
O1421 Substanz gaben 0,1825 g CO, und 0.0771 H,O, 

C = 35,05°0, H == 6,04°o, Asche = 0,19°%o. 

g Substanz gaben O,1990 g CO, und 0,0872 ¢ H,O, 
C = 35,17°70, H = 6,28°%o, Asche = 0,25°/o. 


iV 
wi 


Umfillung: 
0.1334 Substanz gaben 0.1674 g CO, und 0,0736 ¢ HO, 
C == 34.26%, H == 6,15°/o, Aschefrei. 
Hier entspricht also schon der bei der 3, Umfillung fest- 
vestellle C-Wert dem vorhin erst bei der 18. gefundenen. 


Darstellung C nach Seite 13% b) umgefiillt. 
1. 0,2006 g Substanz gaben 0,2519 g CO, und O,1071 g H,O, 
C = 34,25%0, H = 5,95°/o, Aschefrei. 
2. 0.1940 g Substanz gaben 0,2426 g CO, und 0,1026 ¢ H,O, 
C = 34,11°o, H = 5,89°/o, Aschefrei. 
0.2316 g Substanz gaben 29,95 cem tr. N; t = 18°, Bar. = 757 mm: 
= 15,17 °/o. 

Bei Darstellung © war das Oxyhiimoglobin im Verdau- 
lungsapparate zersetzt. Die C-, H- und N-Werte des Sulfates 
dieser Darstellung stimmen mit denen der Sulfate von Dar- 
stellung B iiberein. Es geht also daraus hervor, dab auch bei 
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Verdauungsapparate bewirkten gleichmiébigeren Zersetz- 
n anderes Produkt entsteht, als bei Darstellung B. 


Zusammenstellung der Analysenwerte: 


p Darstellung B 1 Darstellung B 2 Darst.( 
ro- 
Umfillung 
zent 
i Ls 9 | 12. | 15. | 18. | 21. | 24. 3. 
36.61 | 35.05 | 34,26 | 87,77) 36,02. 35,34 34.38 34,25) 34.421 34.25 
| | 
36,24) 3517 — | 37,92) 36,15 34,99) 34,03 — | 3411 
| | | 
608 613, 626 592 599 601 5.95 
619 628” | 6,00 589 597 592 594 5.85 
| | | | 
| — 13,42 13.80 14,53 14,95 15,17, 14.96} 15.17 
— [18.28 14,09, 14,37 15,06 15.02, 15,25) — 
— L0,01 10,89 10,66 11.08 10,81 10,97, — 
| 
— — | — 4103) — | — 
Zusammenstellung der konstanten Werte 
Darst.B 1 Darstellung B 2 Darst. C 
Durch- 
Prozent 
Uniliillung 
3. is, | 2. | 2%. 3. 
| | 
3438 | 34.25 | 34,25 
34,26 84,42 34,26 
34,03 | 3439 | 34,11 
599 5,95 
592 | 591 | 
14,95 1517 14,96 | 
15,06 15,02. 15,25 
| | 
11,08 10,81 10,97 _ 10,95 


| 

r 
| 
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Also enthalt das dargestelite Kyrinsulfat : 
34,26° C 
5.98 °/o H 
15.08° 0 N 
10,95°%/o0 S 
33.73% 0 O 
100,002). 


Der Versuch, den Stickstoff, wenn auch nicht ganz, so doch in 
einem bestimmten Verhiiltmisse nach der Methode von Knop-Hifner 
durch Vermischen der in Wasser gelisten Substanz mit unterbromig- 
saurem Natron in Freiheit zu setzen und zu bestimmen, und dadurch 
vielleicht einen tieferen Einblick in die Natur des Kyrins zu erhalten, 
ergab keine sicheren Resultate. Wenn auch nicht erwartet wurde, dah 
der Stickstoff wie beim Harnstoff quantitativ abgespalten werden sollte, 
so konnte man immerhin vermuten, daf{\ die Menge des in Freiheit ge- 
setzten N bei allen Bestimmungen, wenigstens was die reinen oder 
ziemlich reinen Priiparate anbetrifft, in einem bestimmten Verhiiltnisse 
zum Gesamtstickstoff stiinde, umsomehr als Frinkel angibt, daf er der- 
artige Versuche mit dem Histidin angestellt hat. Nach seinen Angaben ‘) 
wird durch unterbromigsaures Natron '/s des Histidin-N, also eins von 
den 5 N-Atomen, als elementarer Stickstoff abgespalten. Da das aus 
dem Hiimoglobin dargestellle Kyrin nun ebenfalls Histidin enthélt, konnte 
iihnliches hier erwartet werden; aufferdem war es nicht ausgeschlossen, 
daf\ auch die Komplexe der ubrigen Spaltungsprodukte auf diese Weise 
N in proportionaler Menge in Freiheit setzten. 

Zur Herstellung des unterbromigsauren Natrons oder der Brom- 
lauge wurden 68 g Natriumhydrat in f | Wasser gelést und dazu 50 g 
Brom —- 16 cem gesetzt. Sie wurde fiir jJede Bestimmung frisch be- 
reitet, wenn nicht eine Reihe von Bestimmungen nebeneinander ausge- 
fihrt wurde. Zur Verwendung kam der bekannte Hiifnerapparat. Um 
eine recht schnelle und intensive Vermischung der im untersten kali- 
brierten Koélbechen befindlichen, in Wasser gelésten Substanz mit der 
Bromlauge zu ermoéglichen, wurde vor dem Offnen des das Kélbchen 
verschliefenden Hahns Quecksilber in den bauchig erweiterten Teil der 
Réhre gefiillt. Beim Beginn der Bestimmung nun trat nach Offnen des 
Hans das Quecksilber schnell in das Kélbchen ein und drangte die 
Substanz nach oben. Die Stickstoffentwicklung begann sofort, setzte sich 
einige Zeit energisch fort und hefs dann allmahlich nach. In bestimmten 
Zeitabschnitten wurden die Volumina abgelesen. Ein bestimmter Zeit- 


') Frinkel, Darstellung und Konstitution des Histidins. Aus den 
Sitzungsberichten der Kaiserlichen Akademie der Wissenschaften in Wien. 
Mathematisch-naturwissenschaftliche Klasse Bd. CALI, Abt. Il b. Marz 1903. 
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punkt, wann die Entwicklung zu Ende war, konnte nicht festgestellt 
werden; bei einer Erschiitterung des Apparates oder bei einer Erhéhung 
der Temperatur wurde nach scheinbarem Aufhéren immer noch N_ in 
Freiheit gesetzt. 

In 10 cem derselben Losung war vorher nach Kjeldahl der Ge- 
samtstickstoff ermittell worden. Das den freien N enthaltende Eudiometer 
wurde nach 22 Stunden in ausgekochtes Wasser gebracht und aus dem 
nun abgelesenen Volumen mit Riicksicht auf Temperatur und Barometer- 
stand das Gewicht des freigewordenen Stickstoffes ermittelt und auf den 
bezogen. 

Zahlreiche von mir und anderen ausgefiihrte Bestimmungen er- 
gaben aber trotz intensiver Vermengung der Losungen und _ trotz des 
Umstandes, daB die Bromlauge immer in derselben Temperatur zur Ver- 
wendung kam, keine tibereinstimmenden und sicheren Resultate bei Ver- 
wendung ein und desselben Priiparates. 


III. Spaltung des Kyrins. 

Sowohl fiir die qualitativen als auch fiir die quantitativen 
Spaltungen wurde das reine Kyrinsulfat 12 Stunden lang am 
RiickfluBbkiihler mit der 10—l5fachen Menge Schwefelsiiure 
(2/5 Gewichtsmenge Wasser, '/s Gewichtsmenge konzentrierte 
Siiure) gekocht und dadurch das Kyrinmolekiil vollstiindig hydro- 
lvtisch gespalten. 


A. Qualitative Spaltung. 

12 ¢ Sulfat der 24. Umfiillung (Darstellung B) wurden in 
oben angegebener Weise gekocht. Die filtrierte und mit Wasser, 
verdiinnte Losung wurde zur Ausfiillung der Basen vorsichtig 
und unter Vermeidung eines Uberschusses mit 10°/oiger Phos- 
phorwolframsiiure versetzt, filtriert und gut mit Wasser aus- 
gewaschen. Das Filtrat (Filtrat 1) wurde spiiter auf Amidosiiuren 
gepriift. 

a) Basen, 


1. Der Phosphorwolframsiiureniederschlag wurde in Wasser 
suspendiert, in Ammoniak in der Warme geldst, die Losung 
zur Ausfiillung der Phosphorwolframsiiure und der Schwefel- 
siiure mit Barythydrat versetzt, filtriert, mit Ammoncarbonat 
versetzt, filtriert und das Filtrat eingedampft. Der Riickstand 
wurde in Wasser gelost und mit Schwefelsiiure neutralisiert. 
Kine Probe dieser L6sung gab sowohl auf Zusatz von ammonia- 
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kalischer Silberldsung!) als auch von Merkurisulfat?) (75 g HgO 
werden in 500 cem 15 volumprozentiger erhitzter Schwefel- 
siiure gelOst) einen dicken Niedersehlag. Es war also anzunehmen, 
daB bei der Spaltung des Kyrins Histidin entsteht. Zur voll- 
stiindigen Ausfillung desselben setzte ich der BasenlOsung so- 
viel H,SO, zu, sie 2'/2"/oig wurde) und fiillte mit HgsSO, 
unter Vermeidung eines Uberschusses, da sich das Histidin darin 
ebenso wie im UberschuB der ammoniakalischen Silberlésung 
list. Der Niederschlag wurde abgesaugt, mit Wasser ausge- 
waschen und das Filtrat zur weiteren Untersuchung aufgehoben 
(Filtrat Ii). Das Histidin-Quecksilber wurde nun in Wasser ver- 
riuhrt und durch Einleiten von Schwefelwasserstolf zersetzt. 
Vom ausgefillten Quecksilbersulfid) wurde abfiltriert und der 
Schwefelwasserstoff. durch Durehleiten von Luft) verjagt. Um 
das im Filtrat befind:iche Histidin als solches zu charakterisieren, 
versuchte ich, es in eins der beiden Chlorhydrate tiberzufiihren. 
Zu diesem Zwecke wurde das Filtrat’ mit Salzsiiture bis zur 
sauren Reaktion versetzt. Beim vollsténdigen Kindampfen der 
Lésung sehieden sich Krystalle aus, die aber noch ziemlich 
dunkelvelb gefiirbt waren. Sie wurden deshalb nochmals in 
Wasser geldst, die Losung mit Tierkohle gekocht, wiederum 
Salzsiiure zugefiigt und auf dem Wasserbade ziemlich eingeengt. 
Beim vollstiindigen Verdunsten des Wassers tiber Schwefelsiiure 
im evakuierten Exsikkator schieden sich schone, grofe, glashelle 
Krystalle aus, Sie wurden auf kleinem Saugfilter abgesaugt und mit 
absolutem Alkohol und Ather I ausgewaschen. Die Untersuchung 
ergab, daB ich es mit dem von Kutscher*) zuerst dargesteliten 
Histidindichiorid von der Formel C,H,N,O, - 2 HCl zu tun hatte. 


0.2178 g Substanz gaben 0,2732 ¢ AgCl. 


Il. 0,2787 » erforderten 36,1 cem /10-H,SO,. 
Gefunden: Berechnet far C,H )N,O, 2 HCL: 

Cl = 31,03°/o 31,14°/o 

N 18,15°!o 18 42° 5 


1) Hedin, Diese Zeitschrift, Bd. XXII, 8. 194, 195. 

*) Hopkins und Cole, Journ. of Physiology, Bd. XXVII, 5. 418. 
Kossel und Patten, Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 40. 

“) Kossel und Patten, a.a.Q., 5. 40 und 41. 

Diese Zeitschrift, Bd. 5S. 199 ff: Bd. S. 383. 
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Schmelzpunkt 233°; angegeben 231—233°.1) Krystall- 
wasser wurde nicht abgegeben; auch bei 140° gab das yon 
Kutscher dargestellte Histidindichlorid kein Wasser ab;?) eine 
Losung meines Histidinsalzes gab beim Erhitzen intensive Biuret- 
reaktion, in der Kélte zeigte sich blaue Farbe: Histidin gibt 
beim Erhitzen intensive Biuretreaktion. 3) Ausbeute ca. 144 g. 

2. Zur weiteren Untersuchung wurde in das Filtrat vom 
Histidin-Quecksilber-Niederschlage (Filtrat: ID) Schwelelwasser- 
stolf einveleitet, vom Quecksilbersulfid abfiltriert und der Schwe- 
felwasserstoff durch Durchleiten von Luft verjagt. Die Fliissig- 
keit wurde dann nochmals filtriert, die Schwefelsiiure mit 
Barythydrat ausgefallt, der tiberschiissige Baryt) mit Ammon- 
carbonat ausgeschieden und das Filtrat wieder bis zum Sirup 
eingedampft. 

Aus der Losung des Riickstandes wurde nach Kossel und 
Kutscher das Arginin unter Anwendung von Silbernitrat ab- 
geschieden., 

Der Silber-Baryt-Niederschlag wurde in Wasser verriilirt 
und zur Ausfiillung des Silbers und des Baryts mit Salz- und 
Schwefelsiiure geschtittelt. Das Arginin ging dabei in Loésune. 
Von AgCl und BaSO, wurde abfiltriert und aus dem Filtrate 
das Arginin mit Phosphorwolframsiiure gefiillt. Das Phosphor- 
wolframat wurde wie friiher in wiisserigem Ammoniak gelost, 
die L6sung mit Baryt und Ammoncarbonat behandelt und sehiieb- 
lich das Filtrat im tarierten Schaélchen zum Sirup cingedampft. 
Der Sirup wog 0,8 ¢. Er wurde in) moglichst wenig Wasser 
gelost, die Losung mit Salpetersiiure schwach angesduert, mit 
ca. | ¢ festen Silbernitrates versetzt, nochmals filtriert und zum 
Filtrate zwecks Ausfiillung des Argininsalzes zuerst Alkohol und 
dann von Zeit zu Zeit Ather zugegeben. Nach mehrtigigem 
Stehen hatte sich das Salz ausgeschieden, allerdings nicht. in 
schonen Krystallen. Daher wurde abfiltriert, das Salz in wenig 
Wasser gelOst und dieses im evakuierten Exsikkator verdunstet, 
wobei das saure Argininsilberuitrat in kleinen weiben Krystallen 


') Inese Zeitschrift, Bd. XAXV, S. 385. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXV, 5S. 385. 
4) Herzog, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIL, 5. 248. 
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auskrystallisierte. Die Ausbeute betrug 0,9 g. Zur Analyse wurde 
die Substanz im Vakuum iiber Schwefelsiiure getrocknet. 


1, 0,1546 g Substanz gaben 0,0412 g¢ Ag. 


I]. 01578 > 27,2 com tr. N bei 15° und 758.5 mm. 
Gefunden : Berechnet fiir CgH,,N,O, - HNO,AgNO, 
Ag == 26,62°% 0 26,55 
N = 20,35°/o 20,65 


Fir eine C- und H-Bestimmung reichte die Substanz nicht 
mehr aus, da ich durch Unvorsichtigkeit einen Teil derselben 
verlor. Die Schmelzpunktbestimmung ergab 179° unkorr. in 
bereinstimmung mit den von Gulewitsch!) gefundenen Werten. 

3. Das Filtrat vom Argininniedersehlage (Fillrat wurde 
auf Lysin untersucht. Nach Ausfillen des Silbers und Baryums 
durch Salzsiiure und Schwefelsiiure wurde durch PWS ein reich- 
licher, zum Teil in mikroskopischen Nadeln krystallisierter Nieder- 
schlag gewonnen. Der Niederschlag wurde abgesaugt, mit 5°/oiger 
Schwefelsiiure Cl-frei gewaschen, in bekannter Weise mit Ammo- 
niak, Barythydrat und kohlensaurem Ammonium behandelt und 
wieder in gewogenem Schilchen bis zum Sirup eingedamptt. 
Kr wog ca. g. Die wasserige LOsung desselben wurde aul 
30 com aufgetiillt und in 2 Portionen geieilt. 

a) Die eine Portion wurde zur Darstellung des Lysin- 
chloroplatinates benutzt. Zu diesem Zwecke wurde sie wieder 
vollstiindig eingedampft, in wenig Wasser gelost und 2 ¢ festes 
Platinchlorid zugegeben. Das Ganze wurde darauf mit Alkohol 
bis zur Triibung, schlieBlich auch mit ein wenig Ather versetzt 
und im Eisschranke aufbewahrt. Nach abermaligem Zusatze 
von Alkohol niichsien Tage schieden sich lange, rodtlhich- 
gelbe, glinzende Nadeln ab. Die Krystalle wurden abgesaugt, 
mit Alkohol und Ather ausgewaschen und im Exsikkator auf- 
bewahrt. An der Luft zerflossen sie leicht. vollstindig 
trockenem Zusiande verlierea sie ihren Glanz. Ausbeute 1,4 g. 
Das tiber Schwefelsiure getrocknete Salz gab folgende Werte und 
erwies sich dadurch als krystallalkoholhaltiges Lysinplatinchlorid. 

I. 0,2182 g Substanz gaben 0,0694 Pt. 


I]. 0,8007 erforderten 9,65 cem "/10-HSO,. 


' Diese Zeitschrift. Bd. XXVIII, S. 200. 
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Gefunden : Berechnet fiir C,H,,N,O, PtCl,H, 
Pt 32.37 0 
N 449 %o 


Zur Vertreibung des Krystallalkohols wurde eine Probe 
des Salzes im Trockenschranke. bei 90° getrocknet. 

0.25308 y Substanz wogen nach 2 Tagen konstant 0,2135 g. 

Alkohol —= 0.0173 g. 
02135 vaben 0,0747 g Pt. Pt == 35,01%o. 
Berechnet fiir C,H N,O, PtCl,H,: Pt == 35,075. 

8) Die andere Portion des Sirups wurde zur Darstellung 
des Pikrates benutzt. Nachdem sie nochmals eingedampft und 
wieder in wenig Wasser gelést war, wurde die Losung mit (der 
doppelten berechneten Menge vom Gewichte des verwendeten 
Sirups) Pikrinséure im festen Zustande versetat, das sofort aus- 
geschiedene Pikrat abfiltriert und aus heibem Wasser umkry- 
stallisiert. Es entstanden beim Erkalten lange Prismen, die fiir 
das Pikrat charakteristisch sind und sich auch als solehes er- 
wiesen. Ausbeute 1,1 g. 

0.2367 g Substanz gaben 37,5 cem tr. N bei 16° und 756 mm. 
Giefunden : Berechnet fiir C,,H,,N,O, : 
N 18,65%o 18.71 

Im Hiimoglobinmolekiile sind also Histidin, Arginin und 

Lysin in einem basischen Komplexe vereint. 


b) Amidosiiure. 

Das Filtrat vom Phosphorwoiframatniederschlage (Filtrat 1) 
war nun noch auf andere in Losung befindliche Korper, aut 
Monoamidosiiuren zu untersuchen; denn sowohl bei der Ge- 
latine als auch beim Casein waren am Aufbau des Kyrins 
Amidosiiuren beteiigt, sodaf ein gleiches hier vermutet werden 
konnte. Auberdem zeigten die (spiiter zusammengestellten) Stick- 
stoffverteilungsbestimmungen, ein’ bestimmter Prozentsatz 
des Stickstoffs nicht den Basen zugesprochen werden konnte, 
also anderen Kérpern, vermutlich Amidosiuren, zukam, die zu 
isolieren dic niichste Aufgabe war. 

Zu diesem Zwecke wurde das Filtrat mit Barythydrat ver- 
setzt, vom Niederschlage abfiltriert, der iiberschiissige Baryt 
mit Ammoncarbonat gefiillt und zum Sirup eingedampft. Dieser 
wurde in wenig Wasser gelést und nun zuerst auf Glutamin- 
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siiure in folgender Weise gepriift: Nach Zusatz von ammonia- 
kalischer Silberlisung (zu AgNO, wird NH, gefiigt, bis sich der 
entstandene Niederschlag gerade wieder gel6st hat) wurde Silber- 
nitrat so lange zugefiigt, bis sich nichts mehr ausschied. Der 
Niederschlag wurde abgesaugt und das Filtrat aufgehoben (Fil- 
trat IV), der Niederschlag dann in zwei Portionen geteilt. Die 
eine wurde in Salpetersiiure gelést, wobei ein unloslicher Riick- 
stand zuriickblieb: von diesem wurde abfiltriert und zum Fil- 
trate vorsichtig nach Zusatz von wenig Silbernitrat verdiinnter 
Ammoniak gefiigt. Es entstand wiederum ein Niederschlag, der 
sich als glutaminsaures Silber erwies. Im Uberschusse des 
Ammoniaks war das Salz l6slich. 

Die Analysen der bei 70—80° getrockneten Substanz er- 
gaben folgende Werte: 


I. 01408 g Substanz gaben 0,0834 g Ag. 


I. » » »  0,0928 » CO,, 0.0306 H,O und 0,0916 g Ag 
Gefunden: Berechnet fiir C,H,NO,Ag, : 
Ag —= 59,2690; 59.33 59,81 
C = 16,63" 
H 1,95”. 


Aus der anderen Portion wurde das Glutaminsiiurechlor- 
hydrat darzustellen versucht. Der Niederschlag wurde in Wasser 
verrihrt und zur Ausfallung des Silbers mit Salzsiiure versetzt, 
in das eingeengte Filtrat Chlorwasserstoff bis zur Siittigung ein- 
zeleitet und die Losung iiber Schwefelsiiure im evakuierten 
Exsikkator gelassen. Ks schieden sich weife Krystalle aus, die 
in konzentrierter Salzsaure schwer, in Wasser dagegen leicht 
loslich waren und ohne Zweifel das Chlorhydrat der Glutamin- 
siiure darstellten — eine Analyse desselben war leider bei der 
zu geringen Ausbeute nicht mdglich. 

Zur Priifung auf noch andere Amidosiiuren wurde das Fil- 
trat von der Glutaminsiiuresilberfiillung (Filtrat IV) durch Schwefel- 
ammonium entsilbert und dann zur voilsténdigen Trockene ein- 
gedampft. Der gepulverte Riickstand, der eine Menge Ammo- 
niumnitrat enthalten mubte, wurde liingere Zeit am Riickflubkiihler 
mit absolutem Alkohol gekocht und léste sich bis auf einen 
ganz minimalen Rest anorganischer Natur vollstiindig in dem- 
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selben. Glykokoll, dessen Abwesenheit ja von vornherein wahr- 
scheinlich war, da es bis jetzt im Hamoglobin tiberhaupt noch nicht 
gefunden worden ist, war also nicht vorhanden. Aber auch sonst 
erwics sich die Priifung auf weitere Amidosiuren als negatiy: 

Bie alkoholische L6sung des Ammonnitrates schied beim 
Erkalten nichts aus; ein Zusatz von alkoholischem Silbernitrate 
und einigen Tropfen alkoholischen Ammoniaks ergab keine Fallung. 

ist also unwahrscheinlich, dab bei der Spaltung des 
dargesteliten Kyrins irgend eine in absolutem Alkohol bezw. 
in einer Losung you Ammoniumnitrat absolutem Alkohole 
loshiche Amidosiiure entsteht. 

Auch auf freies Ammoniak war zu priifen; entstel! 
nicht bei der Spaltung des Kyrins mit verdiinnter Schwefelsiure. 
Je 50 com der SpaltungslOsung des mit Schwefelsaure gespaltenen 
Sulfates der 21. und 24. Umfiillung wurden mit Magnesia usti 
destilliert, das Destillat zur Entfernung der Kohlensaure gekocht ! | 
und nachdem es abgektihlt war, zurticktitriert. Es wurden ge- 
braucht fir den in 50 enthaltenen 

Gesamtstickstoff: Ammoniak-(Amid- jstickstoly: 


bei Um- 21: 81,7 com com 
fiillung: | 24: 77,0 cem "/10-H,SO, 0,25 cem "/10-H,SO,. 


Das ergibt far freien Amidstickstoff 
bei Umfiillung 21: 0,49°/0, 
24: 0,33%,o. 
Ks entstanden also bei der Spaltung des Kyrins nur Spuren 
von Ammoniak; dieses kann also nicht als Spaltungsprodukt gelten. 
Als Spaltungsprodukte des aus dem Hiimoglobin isolierten 
Kyrins lieben sich also nachweisen: Histidin, Arginin, Lysin 
und Glutaminsaure, 


Quantitative Spaltungen. 

Die Spaltung des Kyrins mit verdiinnter Schwelelsdure 
bezweckte erstens die Feststellung und Isolierung der am Aut- 
hau des Kyrins beteiligten Spaltungsprodukte. Zweitens leben 
sich die Bestimmungen des durch PWS fillbaren nicht 
fiillbaren noch in anderer Beziehung verwerten. War das ge- 


') Fr. Miller, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIL, S. 286. 
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spaltene Praparat rein, so das Verhiiltnis der beiden 
N-Werte bei den Priiparaten der verschiedenen Umfiillungen 
konstant sein, und umgekehrt, zeigte das Verhiiltnis von Basen- 
und Siiure-N immer dieselben Zahlen, so konnte diese Uber- 
elnstimmung sehr wohl zusammen mit der Konstanz des Kohlen- 
stoffwertes ein Kriterium fiir die Unveriinderlichkeit und damit 
Reinheit der Substanz sein. 


Die Verteilung des PWS-Niederschlags- und PWS- 
Filtratstickstoffes bei den Praparaten der einzelnen 
Umfillungen. 


Die Zersetzung des Kyrins wurde ausgefiihrt nach der 
Vorschrift von Kossel und Kutscher ebenso wie die quali- 
tative Spaltung durch 12 stiindiges Kochen mit einer Mischung 
von 1 Gewichtsteil konzentrierter H,SO, und 2 Gewichtsteilen 
Wasser am Riickflubkiihler es geniigten zur jedesmaligen Spal- 
tung 2 ¢ festes Sulfat. Die Zersetzungsl6sung wurde dann ab- 
filtriert und auf 100 com aufgefiillt. In je 10 oder 20 com wurde 
der Gesamtstickstoff ermittelt, in je 20 der Stickstof? der durch 
Phosphorwolframsiure fallbaren Basen und im Filtrate von 
diesem Niederschlage der durch die Siiure nicht ausgefiillte 
Amidosiiurestickstoff. die Genauigkeit der Bestimmungen 
war es unerliéfblich, nur ausgeiitherte Phosphorwolframsiiure zu 
verwenden. 

Die Bestimmungen selbst wurden nach Kjeldahi ausge- 
fuhrt; die Verbrennung geschah mit dem nach den Angaben 
Siegfrieds konstruierten und von thm beschriebenen Sehiittel- 
apparate,!) dessen Vorziige bei allen Bestimmungen, besonders 
beim Aufschluf der die Phosphorwolframsiure enthaltenden 
Lésungen oder Niederschliige klar zutage treten. Ein Stoben 
des Kolbeninhaltes und Springen der Kolben ist so gut wie aus- 
geschlossen; auberdem geht die Verbrennung, da mit groberer 
Flamme gearbeitet werden kann, viel schneller vor sich. Es 
wurde nie liinger als héchstens zwei Stunden verbrannt. Zu- 
gesetzt wurde Kaliumsulfat und Kaliumpermanganat. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 1. 
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Die Bestimmungen des Basen- und Séure-N wurden nun 
in folgender Weise ausgefiihrt: Je 20 ccm der Zersetzungs- 
lOsung wurden mit derselben Menge Wasser verdiinnt und dazu 
eine zu messende Quantitat 10°/oiger Phosphorwolframsiure ge- 
setzt, bis kein Niederschlag mehr erfolgte. Um dies festzu- 
stellen, wurde nach Absitzen des Niederschlages eine kleine 
Menge der Klaren Fliissigkeit mit einer Kapillarpipette heraus- 
genommen und im Reavenzglase mit einem Tropfen Phosphor- 
wolframsiiure versetzi. Die Probe wurde wieder in die Lésung 
zuriickgespiilt und dieses Verfahren so oft wiederholt, bis die 
Fiillung beendet war, worauf Wasser nachgefillt wurde, bis 
der Gesamtgehalt der Fliissigkeit an Schwefelsaéure 5°/o betrug. 
Das Ganze wurde nun auf dem Wasserbade erwiirmt, wobei 
sich der grobte Teil des Niederschlages loste. Dann eb ich 
iiber Nacht stehen. Beim Erkalten schied sich der Niederschlag 
wieder aus. Anderen Tages wurde bei 20° abgesaugt, was 
vlatt vonstatten ging, und mit einem gemessenen Volumen 
(50 cem)!) ciner 5°/oigen Sehwefelsiiure-5 °/o igen Phosphor- 
wolframsiiure ausgewaschen. Der Niederschlag wurde nun ohne 
Verlust samt der (nattirlich N-freien) Filterscheibe in einen 
schluBkolben gebracht; ebenso das Filtrat, nachdem es vorher 
gemessen war: das gefundene Volumen ergab nach Abzug der 
Waschiliissigkeit die Menge des Filtrates. Das EKindampfen 
desselben samt der Waschfltissigkeit geschah gleich im Kolben. 
Nach beendigter Verbrennung wurde destilliert und titriert. 
Das bei der Verbrennung abgeschiedene Wolframtrioxyd war 
gelb vefiirbt: lieben sich Reste dieses gelben Niederschlages, 
die sich an der Kolbenwand angesetzt hatten, beim Uberfiihren 
aus dem Kjeldahl- in den Destillierkolben nicht mit Wasser 
herausspiilen, so benutzte ich einige Kubikzentimeter  kalter 
konzentrierter Natronlauge zur LOsung. Stickstoffverluste waren 
hierbet kaum betiirchten. 

Zur Bestimmung des Korrektionswertes?) warden aus einer 
der Zersetzungslésungen die Basen ausgefiillt, gut abgesaugt und 


1 10% HJSO, und 1 1 L0°%oiger Phosphorwolframsaure 


werden zusammengegossen. 
2) M. Siegfried. Diese Zeitschrift, Bd. XLUIL, S. 57. 
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nun in cem der 5°/oigen Schwefelsiiure-Phosphorwolfram- 
siiureldsung suspendiert. Das Ganze wurde auf dem Wasser- 
bade erwiirmt und anderen Tages bei genau 20° abgesaugt. 
Das Filtrat enthielt die gelosten Basenphosphorwolframate, deren 
Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt wurde. Das Eindampfen ge- 
schah im AufschluBkolben selbst, um Verluste zu vermeiden. 
Selbst die in der Mischung reichlich vorhandene Menge Phos- 
phorwolframsiiure (25 g) erschwerte den Verbrennungsprozef 
nicht. Die Resultate der Bestimmungen waren folgende: 

ecm der SiurelOsung verbrauchten 

a) 6,25 com "/10-H,SO, 
b) 61 com ®/10-H,SO, 
¢) 6,45 com ®/10-H,SO,, 
aso im Mittel: 6,26 com ®10-H,SO,. 

11 der 5°/oigen 
erforderte demnach zur Bestimmung des in ihm enthaltenen N 
rund 12,50 cem "/10-H,SO,. 

Die Loslichkeit der) Basenphosphorwolframate im ange- 
wandten Waschwasser (dieselbe SiiurelOsung) wurde derart be- 
stimmt, daly 500 com dieses Waschwassers bei gewOhnlicher 
Temperatur durch die auf der Saugplatte befindlichen Basen- 
phosphorwolframate durchgesaugt wurden. Die geloste Menge ist 
natiirlich abhéingig von einem rascheren oder langsameren Dureh- 
laufen der Fliissigkeit: ein leichtes und gleichmiibiges Filtrieren 
wurde ja eben bewerkstelligt dadureh, dab die Niederschlige erst 
in der Warme gelOst und dann durch Erkaltenlassen wieder aus- 
geschieden wurden. 500 com Waschwasser verbrauchten 

a) 2,72 com ®/10-H,SO, 
b) 2,53 cem "10-H,SO,, 
also im Mittel: 2,63 cem ®/10-H,SO,. 

11 erforderte demnach 5,26 com H,SO,, das ist nicht ganz 
die Hiilfte des vorhin gefundenen Wertes. Man wird also dem 
wirklichen Werte sehr nahe kommen, wenn man mil Siegfried 
annimmt, dah die Hiilfte des fiir die Fillungsl6sung gefundenen 
Korrektionswertes auf das Waschwasser angewendet werden 
kann. Auberdem war bei den kleinen Quantitiiten Waschfliissig- 
keit, die zur Verwendung kamen (50 ccm), eine Abweichung vom 


23 
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richtigen Werte von nur geringem Einflusse. Es wurde also als 
Korrektionswert angenommen fiir 11 Waschfliissigkeit 6,25 cem 
— Die gefundenen Korrektionszahlen konnen selbst- 
verstiindlich nur bei diesem zur Untersuchung vorliegenden Kyrin 
verwendet werden, 

Sie waren nun belt den einzelnen Basen-N- und Siture-N- 
Bestimmungen so anzuwenden, dab die der Filtrat- und der Wasch- 
fliissigkeitsmenge entsprechenden Kubikzentimeter  ®/10-H,SO, 
den bei der Bestimmung des Basen-N- verbrauchten  Kubik- 
zentimeter zugezihlt, bet den Amidosiuren dagegen 
in Abrechnung gebracht wurden. 

die emnzelnen Basen- und Siiurestickstoffbestimmunven 
ergaben sich folgende Zahlen: 

Darstellung B. (direkte Umfiiilungen in das feste Sulfaty. 

1. Umffillung. 2 ¢ festes Sulfat mit 50 cem Wasser und 
25 ¢ konzentrierter Schwefelséure 12 Stunden am_ Riiekflut- 
kithler zersetzt und die Zersetzungslosung ebenso wie bei den 
folgenden Bestimmungen auf 100 ccm aufgefiillt: fiir jede be- 
stimmung wurden 20 cem genommen. Je 20 ecem der Lésung 
erforderten fiir den Gesamt-N 

a) 29.6 com | 
b) 29,7 com ™ 10-H,SO, f 
Filtrat: 100 eem, Korrektion also 1,25 cem ®/10-H,SO,. 
Waschitliissigkeit: 60 com, Korrektion also 0,58 ecm 
H,SO,. 

Basen-N. 20 ecm der Losung erforderten fiir den Basen-N 
17,8 ecm ®/10-H,SO,, d. i. korrigiert 19,43 cem = 65,53 °/o vom 
Gesamt-N, 

Amidosiiure-N. Das Filtrat erforderte 12,2 ecm ®/10-H,S0,, 

d. i. korrigiert 10,57 com = 35,65°/o vom Gesamt-N. 
2. Umfiillung. 2g Sulfat wie oben zersetzt. 
Gesamt-N. 20 ccm der Spaltungslosung erforderten 


a) 32,75 com Mro-HySO, | Mittel: 32,73 ecm 


Mittel: 29,65 cem. 


b) 32,70 cem ®/10-H,SO, f | d 
Filtrat: 100 cem, Korrektion also 1,25 cem ®/10-H,SO,. . 
Waschtfliissigkeit: 50 cem, Korrektion also 0,31 ecm ® 10- ‘ 


H,SO,. 
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20 cem der Losung erforderten fiir Basen-N: 21,15 eem 
n/10-H,SO,, d. 1. korrigiert 22,71 ccm = 69,39°/o vom Gesamt-N. 

Fiir Amidosiiure-N: 11,85 ™ 10-H,SO,, d. i. korrigiert 
10,29 = 31,44°/0 vom Gesamt-N. 


ll. Mit Olfillungen. 


9. Umfallung: (Ill. Staffel) 2 g¢ festes Sulfat wie oben zer- 
setzt. Gesamt-N. Je 20 ecm der Spaltungsl6sung erforderten: 
a) 28.8 cem ®l10-H,SO, 

b) 28,8 cem ®lio-H,SO,. 

Filtrat 100 cem, Korrektion also 1,25 "/10-H,SO,. 

Waschfliissigkeit 70 cem, Korrektion also 0,44 cem ")10- 
H,5Q,. 

Fir Basen-N: 16,9 ccm "/10-H,SO,, d.i. korrigiert 18,59. ecm, 
d. i. vom Gesamt-N 6%4,55°/o 

Fiir Amidosiiure-N: 11,85 cem ™10-H,SO,, d. i. korrigiert 
10,16 cem, d. i. vom Gesamt-N 35,28 °/o. 

Der Wert fiir den Basen-N ist hier sehr niedrig und weicht 
von dem vorhin bei der 2. Umfillung gefundenen sehr ab. Diese 
Abweichung ist analog dem hohen C-Werte bei diesem Prii- 
parate (vergl. S. 140). Die 8 malige Olfiillung ist auf die Reinigung 
des Kyrins ohne grofen EinfluB geblieben. Der niedrige Basen- 
N-Wert beweist also die Verwendbarkeit dieser Bestimmungen 
zur Kontrolle der Reinheit der Substanz. 

12. Umfiillung (IV. Staffel). 2 ¢ festes Sulfat wie oben 
zersetzt. 

Gesamt-N. Je 20 com der Zersetzungslosung erforderten 

a) 31,6 cem ™l10-H,SO, 
b) 31,6 cem ®/10-H,SO,. 

Filtrat 100 ccm, Korrektion also 1,25 ccm ®/10-H,SO,. 

Waschfliissigkeit 50 cem, Korrektion also 0,31 cem ®/10- 
HSO,. 

Je 20 cem der LOsung erforderten: 

Fiir Basen-N: 20,15 cem"/10-H,SO,, d.i. korrigiert 21,71 ccm, 
d. i. vom Gesamt-N 68,70°/o. 

Amidosiiure-N: 11,67 cem "/10-H,SO,, d. i. korrigiert 
10,11 cem, d. i. vom Gesamt-N 32°/o. 
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15. Umfillung (V. Staffel) 2 g festes Sulfat wie oben 


zersetzt. 
Giesamt-N. Je 20 cem der Zersetzungslosung erfordertes 
at) 25,6 com "10-HSO, | 
b) 25,7 com "/10-H,SO, J 
Filtrat a) 100 cem, b) 100 com, Korrektion also 1.25 cem 
Waschfliissigkeit a) 50 cem. by) 50 cem, Korrektion also 
O31 com ™10-H,SO,. 
Je 20 com der Losung erforderten fiir Basen-N 
a) 16,9 com "10-HSO,, korrigiert 18,46 cem, 
b) 17.0 com 10-H,SO,, korrigiert 18,58 cem, d. i. vom 
Gesamt-N a) 71.97% 0: b) 72,4389/o. 
Fir Amidosiiure-N : 
a) &85 com ™10-H,SO,, korrigiert 7,29 cem, 
b) 8.73 cem "10-H,SO,, korrigiert 7,17 cem, d. vom 
Gesamt-N a) b) 27,96%/o. 
18. Umfiillung (VI. Staffel). 2 ¢@ festes Sulfat wie oben 


Mittel: 25,65 ecm. 


zersetzt. 
Gesamt-N. Je 20 com der Zersetzungslosung erforderten 
a) 80.5 com ™10-HSO, | 
b) 30,4 cem "/10-H,SO, f 
Filtrat a) 100 com b) LOO cem: Korrektion also 1,25 ccm 
Waschfliissigkeit: a) 50 cem, b) 50 cem, Korrektion also 
O31 cem "/10-HSO,. 
Je 20 cem der Losung erforderten fiir Basen-N 
a) 20,93 com ®10-H,SO,, korrigiert 22,49 
b) 21,0 com "10-H,SO,, korrigiert’ 22,56 cem, d. 1. 
vom Gesamt-N a) 73.85°/0 b) 74,099/o. 
Fiir Amidosiiure-N : 
a) 9,6 com "10-H,SO,, korrigiert 8,04 ccm, 
b) 9.4 cem "10-H,SO,, Korrigiert, 7,84 cem, d. 1. vom 
Gesamt-N a) 26,4190 b) 25,74°/o. 
21. Umfiillung (VIL Staffel). 2 g festes Sulfat wie oben 
zersetzt. 
(resamt-N, Je 20 com der Zersetzungsl6sung erforderten 


Mittel: 30,45 cem. 
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a) 27,8 cem "'10-H,SO,, 
b) 27,8 com ®/10-H,SO,. 
Filtrat a) 100 com, b) 160 eem, Korrektion also 1,25 ecm 
n/1o-H,SO,. 
Waschfliissigkeit a) 50 cem, b) 50 cem, Korrektion also 
0,31 cem ™/10-H,SO,. 
Je 20 cem der Losung erforderten fiir Basen-N 
a) 19,52 cem "/10-H,SO,, korrigiert 21,08 cem, 
by) 19,47 com "/10-H,SO,, korrigiert 21,03 cem, d. i. 
vom Gesaml-N a) 75,85°/o, b) 
Fiir Amidosiiure-N : 
a) 8,3 com "/10-H,SO,, korrigiert 6,75 
b) 8,4 com "/10-H,SO,, korrigiert 6.84 Com, d. i. vom 
Gesamt-N a) 24,29°/0, b) 24,640. 
24. Umfallung (VIL Staffel). 2 g festes Sulfat wie oben 
zersetzt. 
Gesamt-N. Je 20 com der Zersetzungslosung erforderten 
a) 28,8 com 10-H SO, | 
b) 28,9 com 10-HSO, f 
Filtrat a) 100 cem, b) 100 cem, Korrektion also 1,25 cem 
10-H,SO,. 
Waschfliissigkeit. a) 50 cem, b) 50 com, Korrektion also 
0.31 cem ®/10-H,SO,. 
Je 20 com der Losung erforderten fiir Basen-N 
a) 20,62 cem "{10-H,SO,, korrigiert 22,18 com, 
b) 20,5 cem ®/10-H,SO,, korrigiert 22,06 com, d. i. vom 
(resamt-N a) 76,89°10, b) 76,46°/o. 
Fiir Amidosiiure-N 
a) 8,22 1-H,SO,, korrigiert 6,66 cem, 
b) 8,4 ecm "/10-H,SO,, korrigiert 6,84 cem, d. i. vom 
Gesamt-N a) 23,09°/o, b) 23,71%o. 
Darstellung C. 2 g dreimal umgefiilltes Sulfat von kon- 
stantem C-Wert wie oben zersetazt. 
Gesamt-N. Je 20 cem der Zersetzungslosung erforderten 
a) 26,5 eem ®10-H,SO,, 
b) 26,5 eem ®/10-H,SO,. 


Mittel: 28,85 ccm. 


11* 


j 


156 Hugo Kirbach, 


Filtrat a) 100 cem, b) 100 cem, Korrektion also 1,25 cem 
N/10-H,SO,. 
Waschfliissigkeit a) 50 cem, b) 50 cem, Korrektion also 
0.81 cem ®/10-H,SO,. 
Je 20 g der L6sung erforderten fiir Basen-N 
a) 18,6 cem "/10-H,SO,, korrigiert 20,16 ccm, 
b) 18,8 cem ®10-H.SO,, korrigiert 20,36 ccm, d. i. vom 
Gesamt-N a) 76,07°/», b) 76,83°/0. 
Fiir Amidosiéure-N 
a) 8,05 com ™10-H,SO,, korrigiert 6,49 cem, 
b) 7.90 com ®/10-H,SO,, korrigiert 6,34 cem, d. i. vom 
(resamt-N a) 24,49°/0, b) 23,939/o. 


Darsteliung B 2 Darstellung C 
18. 21. | 24. 8B. 
Umifillung Umfillung Umfillung Umfillung 

73.85 73,85 76,89 76,07 
Basen-N 

74,14 79,6) | 76,46 76,83 
26,41 24.29 23,09 24,49 
Amidosiiure-N 
25, 4 24.64 23. 1 23,93 


Diese Bestimmungen zeigen, dai in den letzten Pripa- 
raten Ubereinstimmung in der Stickstoffverteilung eingetreten 
ist, withrend die noch unreinen Sulfate wesentlich weniger Basen-N 
lieferten. 

Es ergab sich also, daB in dem aus dem Himoglobin 
isolierten Kyrin 76—77°/o Stickstoff den Basen, 23—-24°/o den 
Amidosiuren zuzurechnen ist. 


Die Verteilung des Basenstickstoffs auf die einzelnen 
gefundenen Spaltungsprodukte. 


Bei der qualitativen Untersuchung waren im Kyrin ge- 
funden worden Histidin, Arginin, Lysin und Glutaminsaure. 
Das quantitative Verhiiltnis zwischen diesen drei Basen insge- 
samt und der Amidosiiure ist bereits festgestellt worden; es 
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blieb nun noch die Aufgabe, zu ermitteln, in welchem Verhiilt- 
nis die drei Basen untereinander im Kyrinmolekiil vorhanden sind. 

4g der reinen Substanz, Darstellung B 2, 21. Fiillung 
(Staffel VII) wurden wie frither mit 50 cem Wasser und 25 g 
konzentrierter Schwefelséiure 12 Stunden lang am_ Riickflub- 
kiihler gekocht; aus der LoOsung wurden mit Phosphorwolfram- 
siure die Basen ausgefillt, vom Niederschlage abfiltriert und 
dieser wie friither behandelt: Loésen in wiisserigem Ammoniak, 
Ausfillen der Schwefel- und Phosphorwolframsiiure mit Baryt, 
Abfiltrieren, Ausfallen des tiberschtissigen Baryts mit Ammon- 
carbonat, Abfiltrieren und Eindampfen zum Sirup. Dieser Sirup 
enthielt nur die Basen. Der Sicherheit halber, um alles Am- 
moniak zu vertreiben, wurde nochmals Wasser zugegeben und 
wieder eingedamptt. 

Der Sirup wurde in Wasser gelost, filtriert und die L6- 
sung auf 250 ccm aufgefiillt. Je 20 cem dieser Losung erfor- 
derten zur Bestimmung des Gesamtstickstoffes : 

a) 15,8 eem ®10-H,SO, 
b) 15,7 cem ®/10-H,SO,. 
50 com erforderten also: 
a) 39,5 ccm "/10-H,SO, 
b) 39,25 cem /10-H,SO,. 
Im Mittel: 39,4 cem "10-H,SQ,. 

Histidin und Arginin kOnnen zusammen anniihernd quan- 
titativ durch Silbernitrat und tberschiissigen Baryt gefallt wer- 
den,!) Histidin fur sich allein durch Quecksilbersulfat. Ich be- 
stimmte darum den Stickstoff der 3 Basen in folgender Weise: 

|. fiir Histidin und Arginin zusammen, 
Il. im Filtrate vom Niederschlage dieser 2 Basen fiir Lysin allein, 
(ll. fiir Histidin allein. Aus der Subtraktion des dabei 
fundenen Wertes von Wert | ergab sich der N-Wert fiir 
Arginin. 

I. 5O com der auf 250 cem gefiillten Basenlésung wurden 
zur Fiallung von Histidin und Arginin mit 10°/oiger Silbernitrat- 
l6sung sulange versetzt, bis ein Tropfen der L6sung auf einem 


1) Kossel und Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 70. 
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Uhrglase mit einem Tropfen kalt gesattigter Barytlisung zu- 
sammengebracht, eben anfing, gelben Niederschlag zu zeigen. 
Die Reaktionsproben wurden selbstverstaéndlich wieder in das 
Becherglas zuriickgespult, dann pulverisierter Baryt hinzugetan, 
bis sich solcher nicht mehr léste, abgesaugt, der Niederschlag 
gut mit kaltem Barytwasser ausgewaschen und dann samt Filter 
quantitativ in den Kjeldahlkolben gespiilt. 

Je 50 cem der BasenlOsung erforderten ftir Arginin- 
Histidin-N zusammen 

1. 27,55 cem ®/10-H,SO, 

2. 27,90 cem ®/10-H,SO,. 
Das sind vom Gesamtbasenstickstoff 

1. 69,91°%/o, 2. 70,84 °/o. 

Il. Das Filtrat des Arginin- und Histidinniederschlages wurde 
zur Entfernung des Raryts und des Silbers mit Salzsaure und 
Schwefelsiiure geschiittelt; vom Niederschlage wurde abfiltriert 
und aus dem Filtrate das Lysin mit Phosphorwolframsiure als 
Phosphorwolframat ausgefillt, abgesaugt und, um alle Salpeter- 
siure zu entfernen, gut mit 5°/oiger Schwefelsiure ausgewaschen. 
Der Niederschlag wurde mit dem Filter in den Kjeldahl- 
kolben gebracht und unter Zugabe von etwas festem Kalium- 
sulfat kjeldablisiert. 

Je 50 eem der Basenlésung erforderten fiir Lysinphosphor- 
wolframat 

1. 11,2 cem ®/10-H,SO, 
2. 11,15 cem ®/10-H,SO,. 

Das ist fiir Lysin-N vom Gesamtbasen-N 
1. 28,47°/o, 2. 28,29 

Zur Bestimmung des Histidinstickstoffes siuerte ich 
5Ocem der Basenlosung in einem Becherglase mit wenig Schwefel- 
siiture an, sodafh die Losung wie bei der qualitativen Isolierung 
des Histidins ungefaihr 2'/2°/oig schwefelsauer war. Aus einer 
Biirette lie} ich dann Jangsam und unter Umriihren tropfen- 
weise MerkurisulfatlOsung zuflieBen, bis nichts ausfiel. 
Der Niederschlag wurde mit Wasser gut ausgewaschen, samt 
Filter in den Kjeldahlkolben gebracht und kjeldahlisiert. 
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Je 50 cem der Basenlésung erforderten fiir den Stickstoff 
des Histidinquecksilbers 
1. 15,88 com ™10-H,SO, 
2. 16,57 com ®/10-HSO,. 
Das ist fiir den Histidin-N vom Gesamtbasen-N 
1. 40,3%o, 2. 42,07 °/o. 
Auch das Filtrat des Niederschlages wurde zur Kontrolle 
kjeldahlisiert. Es erforderte 
1. 23,8 cem ®/10-H,SO, 
2. 22.63 cem ®/10-H,SQ,. 
Das ist fiir Arginin- -+ Lysin-N vom Gesamtbasen-N 
1. 59,14%o, 2. 57,45 %o. 

Dieselben Bestimmungen wurden mit ca. 4 g des Sulfates 
der 24. Umfiillung der Darstellung B und mit 4 g des Sulfates 
der 3. Umfiillung der Darstellung CG ausgefiihrt. Dabei ergaben 
sich folgende Werte: 


Darstellung B 2, 24. Umfillung. 


Je 50 ecm der Basenlésung erforderten fiir den Gesamt- 
basen-N 
1. 35,8 cem "/10-H,SO, | 
2. 35,65 com "/10-H,SO, f 
I. Histidin- +- Arginin-N. Je 50 ccm der Basenlosung er- 
forderten ftir Histidin-N -+- Arginin-N 
1. 25,7 cem ®l10-H,SO, 
2. 25,12 cem ®/10-H,SO,. 
Das ist fiir Histidin- -- Arginin-N vom Gesamtbasen-N 
1. 71,93°lo, 2. 70,3°%/o. 
I]. Lysin-N. Je 50 ecem der Basenlésung erforderten fiir 
Lysin-N, 


Mittel: 35,73 ecm. 


1. 89 ecm ™10-H,SO, 
2. 10,15 eem ®/10-H,SO,. 
Das ist fiir Lysin-N vom Gesamtbasen-N 
1. 24,91°%/o, 2. 28,11 °7/o. 
Histidin-N. Je 50 cem der Basenlosung erforderten 
fiir den Histidin-N des ausgefiillten Histidinquecksilbers : 
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1. 15,0 cem ®/10-H,SO, 
2. 15,2 com ®/10-H,SO,. 
Das ist fiir Histidin-N vom Gesamtbasen-N 
1. 41,98°/o, 2. 42,56°/o. 
Das Filtrat erforderte 
1. 20,65 ®/10-H,SO, 
2. 20,4 com "/10-H,SO,. 
Das ist vom Gesamtbasen-N 
1. 57,86°/o, 2. 57,11°7/o. 
Darstellung C, 3. Umfillung. 
Je 50 cem der Basenlésung erforderten fiir den Gesamt- 


basen-N 
1. 38,3 com "%10-H,SO, | 
2. 38,35 ccm "/10-H,SO, f 
I. Histidin- Arginin-N. Je 50 cem der Basenloésung er- 
forderten fiir Histidin- -- Arginin-N 
1. 25,96 cem ®/10-H,SO, 
2. 26,53 cem ®/10-H,SO,. 
Das ist fiir Histidin- -|- Arginin-N vom Gesamtbasen-N 
1. 67,720, 2. 69,23. 
I]. Lysin-N. Je 50 ecem der BasenloOsung erforderten fir 
Lysin-N 


Mittel: 38,33 eem. 


1. 11,51 ®/10-H,SO, 
2. 11,1 cem ™/10-H,SO,. 
Das ist fiir Lysin-N vom Gesamtbasen-N 
1. 30,04%/o, 2. 28,95 °/o. 
Ill. Histidin-N. Je 50 cem der Basenlésung erforderten 
fiir den Histidin-N des ausgefiillten Histidinquecksilbers : 
1. 16,15 cem "/10-H,SO, 
2. war erfolglos. 
Das ist fiir Histidin-N vom Gesamtbasen-N 42,09 °/o. 
Das Filtrat erforderte 21,9 eem ™l10-H,SO,, das ist vom 
Gesamtbasen-N 57,13 °/o. 
In folgender Tabelle sind die N-Werte zusammengestellt. 
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Von dem durch Phosphorwolframsiure faillbaren Gesamtbasen-N betragen 


Histidin- | | | 
Priparat Lysin-N Histidin-N Arginin-N 
Arginin-N | | 
Darstellung B 2 69,91 | 2847 | 403 
21. Umfallung 7084 | 28,25 42.07 
Darstellung B 2 71,93 24,91 41,98 
24. Umfallung 68,70 | 28,11 | 42,56 
Darstellung C 67.72 80,04 
| 42.09 
3. Umfallung 69,23 | 28,95 
Durchschnitts- 
69.66 | 28,12 | 41,80 27,87 
wert 


Diese Durchschnittsstickstoffwerte der einzelnen Basen im 
Verhiltnis zum Gesamtbasenstickstoffe bezogen auf die rund 
77°'o des Basenstickstoffes im Kyrinmolekiile ergaben fiir: 


 Gesamtmolekiil- 
Basen stickstoff 

Histidin- Arginin-N ..... 51,63 
21,46 

98,29 


Der Stickstoff im Kyrin aus Pferdehiimoglobin wiirde sich 
also in folgender Weise auf die einzelnen Komplexe verteilen: 


Histidin Arginin Lysin Glutaminsiiure 
2 I 2 4 Molekiile. 


Diese Annahme setzt voraus, dai bei der Spaltung des 
Kyrins mit Schwefelsiure lediglich die genannten Spaltungs- 
produkte entstehen, was bis jetzt jedoch noch nicht bewiesen ist. 
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Durch den Nachweis der Existenz des (Hamo-)Globino- 
kyrins wird also die Anschauung Siegfrieds unterstiitzt, daf 
in den Kyrinen Korper von einem ganz besonderen Typus vor- 
liegen, die «als harte Kerne gleichsam aus dem Proteinmolekiil 
durch die Salzsiiure herausgeschiit werden». ') 

Es sei mir vergOnnt, auch an dieser Stelle meinem hoch- 
verehrten Lehrer, Herrn Professor M. Siegfried, fiir die An- 
regung zu der Arbeit, sowie fiir die mir stets gewihrte Beleh- 
rung und Unterstiitzung bei derselben meinen herzlichsten Dank 


auszusprechen. 


') M. Siegfried, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 67. 
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Uber Caseinokyrin. 
Il]. Mitteilung. 


Von 
M. Siegfried. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts Leipzig. 


(Der Redaktion zugegangen am 6. November 1906.) 


I. Bestatigung der Einheitlichkeit des Caseinokyrins durch 
Untersuchung des Phosphorwolframates. 


Vor kurzem haben Zd. UW. Skraup und Witt!) Casein in 
der von mir) fiir die Darstellung des Caseinokyrins angegebenen 
Weise hydrolysiert, auch die Phosphorwolframsiiurefiillung des 
Rohproduktes nach der von mir gegebenen Vorschrift durch Zer- 
setzung mit Baryt nach vorherigem Losen in verdiinntem Ammo- 
niak zersetzt. In Ubereinstimmung mit mir finden die Verfasser, 
das aus dieser Phosphorwolframsiiurefiillung dargestellte 
Rohprodukt nicht einheitlich ist. Einen Teil dieses Rohproduktes 
haben Skraup und Witt zweimal nach Lésen in verdiinnter 
Schwefelsiure mit Alkohol gefiillt und dies so erhaltene Sulfat 
weiter untersucht. Es ergab sich, daBi dieses Sulfat kein reines 
Kyrinsulfat war, dal es Lysin enthielt, und daf die Phosphor- 
wolframate nicht vollig in 80°/oigem Alkohol léslich waren. 
Merner war ein Teil der aus den Phosphorwolframaten darge- 
stellten Substanz nach schwachem Anséuern mit Jodwasser- 
stoffsiture durch Kaliumquecksilberjodid fiillbar. Da ich in der 
eben zitierten Arbeit durch zweimaliges Fiillen aus verdiinnter 
Schwefelsiure in verdiinnten Alkohol ein Kyrinsulfat erhalten 
habe, das bei weiterem Umfiallen seine Zusammensetzung nicht 
mehr dnderte, und da auch Skraup und Witt zweimal aus 


1) Sitzungsbericht d. Kais. Akad. d. Wissensch., Wien 1906, Bd. CXV, 
S. 463. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 46. 
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verdiinnter Schwefelsiure mit Alkohol gefallt haben, machen 
sie die Annahme, da ihr Sulfat mit dem meinigen identisch 
gewesen sei. Auf Grund dieser Annahme schlieBen sie: wei! 
ihr Sulfat nicht rein war, ist auch das von mir dargestellte 
Sulfat nicht eiuheitlich gewesen und deshalb ist die Existeny 
des Kyrins nicht bewiesen. 

Aus dem Umstande, daB Skraup und Witt das Rohpro- 
dukt zweimal gefallt hatten, wiiren sie auch dann nicht zu dep 
Annahme, ihr Sulfat sei mit dem meinigen identisch, berechtigt 
gewesen, wenn sie die Umfillung ebenso ausgefiihrt hiitten wie 
ich; denn es wire notwendig gewesen, wenigstens festzustellen, o}) 
ihr Sulfat auch die von mir fiir das Caseinokyrinsulfat ermittelte 
Zusammensetzung besab. Aber Skraup und Witt haben nicht 
einmal in derselben Weise wie ich umgefallt, sondern unter anderei) 
Bedingungen und unter Verwendung von viel weniger Alkoho! 
und Schwefelsiiure. Ich habe angegeben:!) «Die Umfallung ge- 
schieht am besten aus 5°/oiger Schwefelsiiure in Alkohol, wobei 
etwa auf 15 cem der schwefelsauren Losung 11 Alkohol absolut 
zu nehmen ist. Vorteilhaft fallt man das Rohsulfat) zunichst 
einige Male als Ol durch allmiihlichen Zusatz von Alkohol zu 
der schwefelsauren Losung des Kyrins. Selbstverstandlich ist 
nur die Priifung des Sulfates, namentlich die Elementaranalyse 
mabgebend dafiir, ob das Sulfat rein oder noch weiter umzu- 
fiillen ist.» Bei dem von mir zweimal gefiillten Sulfat, auf welche- 
sich Skraup und Witt beziehen, ist die zweite Fillung, wie 
an der betreffenden Stelle angegeben,?) in folgender Weise aus- 
gefiihrt. worden: «Die Lésung von 22 «biichsentrockenem: 
Sulfate in 50 cem 10°/oiger Schwefelsiiure wurde in 4,51 Alkoho! 
verriihrt. Nach der Fiillung wurde noch 1 Stunde weiter gerihrt.: 

Skraup und Witt’) hingegen sind folgenderweise ver- 
fahren: «Es wurden 70g des Sirups in 96 ccm 10°/oiger Schwefel- 
siiure gelést, je 35 ccm in einer Flasche mit 600 cem absoluten 
Alkohols in Anteilen vermischt und auf der Maschine geschittelt. 


5. 
*) 1. 'S. 
*) Sitzungsbericht d. Kaiserl. Akad. d. Wissensch., 1906, Bd. CXY, 


S. 470. | 
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Die Fliissigkeit wurde bald klar. Das an der Wand harzig aus- 
veschiedene Sulfat, je 29 ¢, wurde durch Schiitteln in 25 ecm 
10°%/oiger Schwefelsiiure gelést und wieder 600 alsoluten 
Alkohols zugefiigt. 

Bei der von mir vorgeschriebenen Fiillung durch Eingieben 
oder Eintropfenlassen der schwefelsauren Losung Alkohol 
unter Riihren wird das Sulfat in kleinen, mikroskopischen Korn- 
chen ausgeschieden, die nach dem Auswaschen mit Alkohol 
und Ather und Trocknen iiber Schwefelsiure ein Pulver dar- 
-tellen. Die von Skraup und Witt vorgenommene Fallung 
liefert eine harzige Ausscheidung. Diese Art Fiillung ist zu ver- 
gleichen mit der vorhin erwiahnten Olfiillung. Vergeleichende 
Versuche, die im hiesigen Laboratorium mit Olffillungen einer- 
seits und der Fillung durch Eingieben der Sulfati6sung viel 
Alkohol unter kréftigem Umrtihren bei anderen Kyrinen ange- 
stellt worden sind, haben die groBe Uberlegenheit der zweiten 
Art ber die erstere ergeben (s. z. B. die vorhergehende Mitteilung 
von H. Kirbach). Hiernach sind Olfiillungen nicht vorteilhaft. 

Anmerkung: Der so sehr verschiedene Effekt der einen und 
anderen Art der Fiillungsweisen bei den Kyrinen diirfte auch bei anderen 
Kérpern zutage treten. Wir haben auch friiher stets die Peptone durch 
Kinrithren ihrer LOsung in viel Alkohol gereinigt. Kine genaue Angabe 
der Art des Umfiillens dirfte daher in jedem Falle erwiinscht sein, 
wihrend man hiiufig nur die Angabe findet, die Substanzen selen so 
und so oft umgefallt worden. 

Die Tatsache, dab Skraup und Witt zu der Annahme, 
das von ihnen untersuchte Sulfat sei identisch mit WKyrinsulfat, 
nicht berechtigt waren, macht die Schltisse, welche die Ver- 
fasser aus den Ergebnissen der Untersuchung ihres Sulfates auf 
das Caseinokyrinsulfat gezogen haben, hinfiillig. 

Die erwiihnte Mitteilung von Skraup und Witt ergab 
ie Moglichkeit, von neuem die Einheitlichkeit des Caseinokyrins 
zu prifen. Die Verfasser haben auf einem neuen Wege gezeigt, 
wie sich erkennen libt, dai das Gemisch von Produkten, die 
sich durch Einwirkung von Salzsiiure auf Casein bei Korper- 
‘emperatur bilden und durch Phosphorwolframsiure fallbar sind, 
icht einheitlich ist. Die Anwendung des von Skraup und Witt 
cingeschlagenen Weges auf Kyrinsulfat mubte somit erkennen 
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lassen, ob dieses frei von den im Rohsulfat vorhandenen Ver- 
unreinigungen ist. 

7,9 ¢ nach einer Trockenbestimmung bei 95° als trocken 
berechnetes Kyrinsulfat warden in 500 cem Wasser gelést. Die 
Losung war im Gegensatz zu der Losung des Sulfates von 
Skraup and Witt ganz klar. Sie wurde durch 120 cem einer 
Losung, welche 100 ¢ Phosphorwolframsiiure in 220 cem ent- 
hielt, ausgefiillt. Nach Absaugen und Trocknen auf dem Wasser- 
bade wog das Phosphorwolframat 52g. Dieses wurde mit 
87 com 80° oigen Alkohols bei gewoOhnlicher Temperatur ver- 
riihrt: nach 4 Stunden hatte es sich véllig gelést. Die Losung 
wurde auf ciner kleinen Filterscheibe durchgesaugt, dieselbe 
mit SO cem 80°/oigen Alkohols gewaschen. Auf der Filterscheibe 
fand sich kein ungelostes Phosphorwolframat. Aus 97 g Phos- 
phorwolframat haben Skraup und Witt 8 g eines in 80°/oigem 
Alkohol unléslichen Phosphorwolframates erhalten. Diese Ver- 
unreinigung fand sich im Kyrinphosphorwolframat also ebenfalls 
nicht vor. 

Aus der alkoholischen Losung wurde das Phosphorwolframat 
durch 340 com Wasser ausgeschieden, Unter dem Mikroskope 
zeigte es sich aus gleichmiébBigen, kleinen, durchsichtigen Korn- 
chen bestehend: Nadeln oder Drusen waren nirgends zu sehen. 
Auch nach Losen durch Erwiirmen des mit Deckglas bedeckten 
Objekttriigers schied sich das Phosphorwolframat beim Erkalten 
lediglich in kleinen KOrnchen aus. Nach Absaugen am folgen- 
den Tage und Trocknen auf dem Wasserbade wog dieses Phos- 
phorwolframat 44,5 g. Nach UbergieBen mit 100 ccm 80°/oigen 
Alkohols hatte es sich innerhalb 5 Stunden bis auf eine geringe 
Menge gréberer zusammengebackter Kérnchen gelést. Nach Ab- 
saugenaul kleiner Filterscheibe, Nachwaschen mit etwas 80°/oigem 
Alkohol und Trocknen der Filterscheibe auf dem Wasserbade 
betrug das Gewicht des ungelésten Phosphorwolframates 0,105 g. 
Wenn dies wirklich von einer Verunreinigung herriihrte, die 
bei dem ersten LOsen des Phosphorwolframates mit in Lésung 
gegangen wiire, so betriige ihre Menge nur ca. 0,24°/o0 vom 
ganzen Phosphorwo'framate. 

Das alkoholische Filtrat wurde mit der doppelten Menge 
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Wassers vermischt. Es schied sich das Phosphorwolframat 
wieder in gleichmibigen kleinen mikroskopischen Kérnchen aus. 
Anderntags abgesaugt; Gewicht des auf dem Wasserbade  ge- 
trockneten Phosphorwolframates 39 g. 

Aus dem Filtrate von der ersten Umfallung des Phosphor- 
wolframates aus 80°/oigem Alkohol durch Wasser wurde durch 
Zusatz bei gewohnlicher Temperatur gesittigien Barytwassers — 
es gentigten 150 ccm — die Phosphorwolframsiiure ausvefiillt, 
das Filtrat nach Zusatz von Ammoncarbonat und Filtrieren ein- 
gedampft. Der Riickstand wog 0,402 g. Er wurde in moglichst 
wenig 50°/oigem Alkohol gel6st und auf dem Wasserbade mit 
deem einer 5°/oigen alkoholischen PikrinsiiurelOsung versetzt. 
Nach dem Erkalten hatten sich vereinzelte Fl6ckchen am Boden 
des Becherglaschens ausgeschieden, aber kein Krystall von Lysin- 
pikrat; auch nach Zusatz von mehr 99°/oigem Alkohol nicht. 

Skraup uud Witt hatten aus der ersten Umfiallung ihres 
Phosphorwolframates, dessen Gewicht urspriinglich 97 ¢ und 
nach der Umfiillung 47 ¢ betrug, 4,2 Sirup erhalten. Durch 
Losen dieses Riickstandes in demselben Volumen 50°/o igen 
Alkohols und Vermischen mit dem 11 fachen Volumen einer 
»°/oigen alkoholischen Pikrinséure hatten Skraup und Witt 
ein Gemisch von Krystallen und einem Ol] erhalten. Diese Kry- 
stalle vereinigt mit den aus weiteren alkoholischen Umfillungen 
erhaltenen — «die Krystallisation war in dem ersten Fi.trat 
absolut und relativ am allerreichlichsten» — lieferten mehrfach 
mit Wasser umkrystallisiert bei Skraup und Witt 1 g reines 
Lysinpikrat. 

Nachdem der von Skraup und Witt befolete Weg im 
Kyrinsulfat die Abwesenheit von Lysin ergeben hatte, habe ich 
das Pikrat weiter nach der von mir vor kurzem!) gegebenen 
Vorsehrift zur Unterscheidung von Kyrin und dem Gemenge von 
Arginin und Lysin weiter verarbeitet. Die alkoholische Pikrat- 
losung wurde abgegossen. D.e am Boden des Glaschens haften- 
den Flocken wurden zuniichst noch einmal auf Lysin untersucht, 
indem sie mit wenig Wasser auf dem Wasserbade gelést wurden 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 65 und 66. 
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und die Losung tiber Schwefelséure eingedunstet wurde, Unter 
dem Mikroskope war wieder kein einziger Krystall sichtbar. 

Die abgegossene Pikratlbsung wurde unter Zusatz von 
Pikrinsiure auf dem Wasserbade eingedampft, die Liésung des 
Riickstandes in 99°%/oigem Atkohol in Ather verrithrt, das in 
Flocken ausgeschiedene Pikrat abgesaugt, mit Ather gewaschen 
und tiber Schwefelsiiure getrocknet. Aus der LOsung von 0.25 ¢ 
dieses Pikrates in 75 cem Alkohol (99°/o) waren weder beim 
Erkalten noch nach Atherzusatz Lysinpikrat oder sonstige Kry- 
stalle zu erhalten. Auch nach Zusatz von 0,5 g Platinehlorid- 
chlorwasserstoffsiiure in Alkohol gelést und nach 5 tigigem Stehen 
im Kisschranke bildete sich kein einziger Krystall des charak- 
teristischen Lysinplatinsalzes. Es war also sicher kein Lysin 
vorhanden. 

Aus dem Filtrate der zweiten Umfiillung des Phosphor- 
wolframates aus 8O0°/oigem Alkohol durch Wasser wurde in 
gleicher Weise wie aus dem Filtrate der ersten Umfiillung 
0.427 g Kiickstand, also ungefiihr ebensoviel wie aus dem Fil- 
trate der ersten Umfallung erhalten. Auch in diesem war kein 
Lysin nachweisbar. 

Das zweimal aus Alkohol gefiillte Phosphorwolframat wurde, 
wie friiher, in Wasser unter Zusatz von Ammoniak gelOst, diese 
Losung mit Barvthydrat unter Vermeidung eines wesentlichen 
Uberschusses ausgefiillt, das Filtrat nach Zusatz von Ammonitum- 
carbonat und Filtrieren eingedampft. Von der Losung des Riick- 
standes wurde der grébere Teil nach schwachem Ansiiuern mit 
Jodwasserstoffsiiure, wobei die L6sung vollig klar blieb, tropfen- 
weise mil Kaliumquecksilberjodid versetzt. Es entstand kein 
Niederschlag, nur eine geringe Opalescenz: ebenso entstand in 
einer Probe auf Zusatz von mehr Kaliumquecksilberjodid keine 
Fiillung. Die Opalescenz war anderntags verschwunden, dafiir 
war das Gefiifi mit einem leichten Anflug bezogen. Nach Ab- 
gieben der vollig klaren Losung und Ausspiilen mit etwas 
Wasser, das ebenfalls klar blieb, wurde das GefiiB mit Alkoho! 
ausgespiill und dieser in gewogenem Glaschen eingedampft. Der 
Riiekstand wog 0,0076 g. 

Hiermit in Kinklang steht der Befund, dab die von mir 
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gepriiften Kyrinsulfate ausnahmslos keine Fallung mit Kalium- 
quecksilberjodid gaben, wiahrend die Rohsulfate eine Fallung 
veben. 

Der Rest der Losung des aus dem zweimal aus der alko- 
holischen LOsung durch Wasser abgeschiedenen Phosphorwol- 
framate erhaltenen Kyrins wurde eingeengt, mit Schwefelsiiure 
vermischt, so daf die Siiurekonzentration dieser Losung ca. 5°/o 
betrug und in Alkohol verrtihrt; das feinkOrnige Sulfat wurde 
abgesaugt, mit Alkohol und Ather gewaschen und iiber Schwefel- 
siiure getrocknet. Es gab die Biuretreaktion deutlich und besaf 
die Zusammensetzung des Kyrinsulfates. Zur Analyse wurde 
es im trocknen Luftstrome im Apparat unter Anwendung sieden- 
den Wassers getrockuet. 

Analysen: 
1. 0.1777 g Substanz gaben 0,0933 g H,O und 0.2083 g CO,. 


Il. O,1349 » > erforderten 14,1 cem ®10-S. 
HI. 0,1776 » » gaben 0,1486 BasQ,. 
Gefunden: Durchschnitt der in dieser Zeitschrift, Bd. XLUL, 
S. 5d, verOffentlichten Analysen: 
C = 31,84°/0 
H= 6,06 
N = 14,53 °/o 14.77° 0 
S = 11,49°/o 11,62 °/o 


Die Untersuchung des Kyrinphosphorwolframates auf dem 
von Skraup und Witt eingeschlagenem Wege hat von neuem 
die Kinheitlichkeit des Caseinokyrins bestiitigt. 


II. Anwendung der Carbaminoreaktion auf Kyrine. 


Leitet man in die Losung von Glykokoll bei Gegenwart 
von Kalkhydrat Kohlensiure, so erhalt man das Calciumsalz der 
Carbaminoessigsiiure, der Glykokollcarbonsiure!). Fiihrt man 
diese Reaktion unter Einhaltung gewisser, unten naher ange- 
vebenen Bedingungen aus, saugt vom iiberschiissigen Kalkhydrat 
ab und erhitzt das Filtrat, so zerfallt das glykokollcarbonsaure 
Calcium in Glykokoll und Calciumcarbonat. Durch Bestimmung 
des letzteren einerseits und des Stickstoffs im Filtrate ander- 


‘) M. Siegfried, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 85, und Bd. XLVI, 
S. 401. 
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seits erhalt man Werte, die angeben, wie weit die Reaktion 
vor sich gegangen ist, d. i. wie viel Glykokoll in das Salz seiner 
Carbonsaéure tibergefihrt wurde. Dividiert man den Wert. fiir 
Calciumearbonat durch das Molekulargewicht desselben und den 
Wert fiir Stickstoff durch dessen Atomgewicht, so erhélt man, 
wenn Glykokoll quantitativ glykokollcarbonsaures Calcium 
iibergefiihrt wird, das Atomverhiiltnis : 
CO,:N=1:1 

Ebenso sich, wenn bekannt ist, wieviel ein’ Kirper 
mit mehreren N-Atomen Kohlensiiure bindet — vorausgesetzt, 
die N-haltigen Gruppen, welche reagieren, quantitativ 
vieren — feststellen, wieviel N-Atome der Verbindung die Carh- 
aminoreaktion geben. Es ist Ierbei notwendig, dab auch nach 
dem Aufkochen noch tberschitssiges WKalkhydrat) Losune 
zugegen ist. Findet man so fiir das Lysin das Verhiiltnis 
CO,:N = t: 1, so bedeutet dies, dab beide NH,-Gruppen des 
Lysins die Carbaminoreaktion quantitativ geben. Mit diesen 
Uitersuchungen ist Herr Neumann im hiesigen Laboratori 
beschiltigt, welcher nicht nur sondern 
auch Amine und andere. stickstoffhaluge Korper auf ihr Ver- 
halten vegeniiber der Carbaminoreaktion untersucht, weshalh ict 
mir dieses Arbeitsgebiet vorbehalten mochte. 

Es war zu erwarten, dab Verbindungen, welche bei de: 
Zersetzung Eiweibspaltungsprodukte liefern, wie Eiweibkorper 


selbst, Peptone, Kyrine, ein kleineres Verhiltnis ftir “a bei der 


Carbaminoreaktion ergeben, als die Summe ihrer) Spaltungs- 
produkte, da bei der Spaltung sicher N-haltige Gruppen fre: 
werden, welche die Carbaminoreaktion geben, wiihrend sie in 
der Verbindung nicht reagieren. Ich hoffe, in dieser Be- 
ziehune die -Carbaminoreaktion ein Hilfsmittel fiir Schliisse au! 
die Konstitution dieser Verbindungen werden wird, namentiich 
fiir Peptone und Kyrine: das wird aber erst moglich sein, wenn 
das Verhalten mdglichst aller hier in Betracht kommenden Amino- 
kOrper von bekannter Konstitution untersucht sein wird. Aber 
schon heute gestattet die Bestimmung des Verhiiltnisses CO, : N, 
z. B. in einem Kyrin und zugleich in der Summe seiner Spal- 
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tungsprodukte die Untersehiede zwischen diesen und dem Kyrin 
yon nenem darzutun. Ferner wird diese Methode vielfach ge- 
eignet sein, um in einfacher und sicherer Weise zu priifen, ob 
ein Korper durch Verdauungsenzyme gespalten wird oder nicht. 


Die Bestimmung des Verhaltnisses CO,:N. 


2 bis 3g Kyrinsulfat werden in Wasser gelost, bet ge- 
wOhnlicher Temperatur mit etwas tiberschiissigem Barytwasser 
yermischt, das Filtrat vom Baryumsulfat mit Ammoncarbonat 
versetzt, das Filtrat vom Baryumecarbonat auf dem Wasserbade 
vollstiindig eingedampft: der Riickstand noch einige Male auf 
dem Wasserbade unter Zusatz von etwas Wasser eingedampft 
und hierauf zu ungefiihr LOO cem Volumen mit Wasser geldst. 
Von dieser Losung werden 3 bis 4 Bestimmungen ausgefiihrt. 
Zu je bis der Losung gibt man einige Tropfen Phenol- 
phtaleinlosung, kiihlt in Kiswasser ab, fiigt einige Kubikzentimeter 
Kalkmilch dazu und leitet unter Umschwenken Kohlensiiure bis 
zum Verschwinden der Farbe ein —- nicht linger. Darauf gibt 
man wieder einige Kubikzentimeter Kalkmileh hinzu und leitet 
wieder unter Umschwenken Kohlensiiure bis zum Verschwinden 
der Farbe ein, gibt noch einmal Kalkmilch hinzu und leitet 
wieder Kohlensiiture bis zum Verschwinden der Farbe ein. 
Hierauf gibt man wieder etwas Kalkmilch hinzu, schiittelt um, 
himmt erst jetzt das Gefah aus dem Eiswasser und saugt ohne 
nachzuwaschen ab. — Hat man nach dem letzten Zusatze von 
Kalkmilch anhaltend umgeschiittelt, ehe man absaugt, so entsteht 
leicht bei dem nachherigen Aufkochen ein Fehler dadurch, dab 
sich neben Calciumearbonat etwas Kalkhydrat abscheidet, da 
dieses in heiBem Wasser schwerer ldslich ist als kaltem. 
Deshalb verfiihrt man weiter folgendermaben: —— Das Filtrat 
wird mit ca. dem doppelien Volumen ausgekochten Wassers 
versetzt und in einem mit nach abwiirts gebogenen Natronkalk- 
rohr versehenen KOlbchen zum Sieden erhitzt. Auch nach dem 
Kochen mu die Reaktion stark alkalisch sein. Nach Abkiihlen 
wird auf gewogenem Gooch- oder Neubauer-Tiegel abgesaugt, 
init kaltem Wasser nachgewaschen. Nach Trocknen bei 120° 


cewinnt man den Wert fiir Calciumearbonat. 
12* 
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Das Filtrat wird sogleich mit einem Teil der zur Kjeldahl- 
bestimmung noétigen 20 ecm konzentrierten Schwefelsiéure ver- 
setzt, im Kjeldahlkolben eingedampft und nach Zusatz des 
Restes der 20 ccm Schwefelsiure unter Verwendung von Kalium- 
sulfat und zuletzt Kaliumpermanganat kjeldahlisiert. 

Fiir das Caseinokyrin hat Herr O. Pilz folgende Werte 
erhalten: 


I. Gefunden: 0,0890 g CaCO, Gebraucht: 20,29 cem ®/to-S 
I. 0.0910 » 20,66 
lV. : O,0775 » 17,67 


Hieraus berechnet sich: 
CO,: N = 1: 2,28; 1: 2,30; 1: 2,27; 1: 2,28. 

Da bei diesen schon vor liingerer Zeit ausgefiihrten be- 
stimmungen das Filtrat vor dem Kochen nicht mit Wasser ver- 
diinnt worden war, hat Herr EK. Hitsehmann unter Anwen- 
dung dieser Vorsichtsmabregel folgende Bestimmungen ausgefiihrt, 
deren Resultate mit denen des Herrn Pilz iibereinstimmen: 


CaCO, cem CO, : N 

I. 01761 38,78 1 : 2,205 

Hl. O,1499 33,05 1 : 2,206 
Il. 0.1626 35,65 1 : 2,194 


Herr Pilz hat dann 2 g Caseinokyrinsulfat durch 12 stiindiges 
Kochen mit der Mischung von 50 cem Wasser und 25 g kon- 
zentrierter Schwefelsiiure zersetzt und fiir das nach Entfernung 
der Schwefelsiiure mit Barythydrat, Ausfillen des Uberschusses 
dieses mit Ammoncarbonat und wiederholtem Eindampfen auf 
dem Wasserbade gewonnene Gemenge der Zersetzungsprodukte 
folgende Werte erhalten: 


CaCO, CO, : N 

I. 0,1795_ . 26,92 1: 1,50 
O,1245 18,92 1: 1,52 
Il. 0.2283 33,73 1: 1,46 
IV. 0.1970 29,74 1: 1,51 


Man sieht also, daB das Verhiltnis CO, :N beim Caseino- 
kyrin ein viel kleineres ist, als das bei seinen Spaltungsprodukten. 
Im Durchsehnitt wurde fiir den Nenner bei den Zersetzungs- 
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produkten gefunden: 1,50, beim Kyrin: 2,25, also fiir letzteres 
gerade um 50°/o mehr, als fiir das der Zersetzungsprodukte. 

Nimmt man z B. ftir das Caseinokyrin 9 Atome N im 
Molekiil an, so wurden — vorausgesetzt, die Reaktion quan- 
litativ verliuft — von diesen 9 N-Gruppen 4 die Carbamino- 
reaktion geben, von den 9 N-Gruppen der Spaltungsprodukte 
aber 6 N-Gruppen. 

Fiir Fibrinokyrin!) erhielt Herr Hitschmann folgende 
Werte: 


CaCO, com Ca: N 
I. 0.2006 52,9 1: 2.63 
Il. 0,2663 69,37 1: 2,61 


Das Gemisch der Spaltungsprodukte des Fibrinokyrins gab 
folgende Werte: 


CaCO, ecm t10-5 CO, : N 

1. 0,2727 38,95 1: 1,43 

Il. 0,2618 37,20 1: 1,42 
0,2448 35,40 1: 1,45 


Beim Fibrinokyrin ist also der Unterschied des Verhilt- 
nisses CO, : N im Kyrin und der Summe der Spaltungsprodukte 
noch gréBer als beim Caseinokyrin. 


') M. Siegfried, Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, S. 67. 


Studien Gber die Ursachen der Farbung animalischer Fasern. 


Von 
W. Suida. 


(Der Redaktion zugegangen am 7, November 1906. 


Meine Studien tiber die Vorgiinge beim Farben animalischer 
Fasern!) fiihrten mieh auch zur Untersuchung des Verhaltens 
von Beizen und direkt firbenden Farbstoffen gegeniiber einigen 
Aminosiiuren, deren Resultate zum Teil schon in meiner in 
Gemeinschaft mit P. Gelmo publizierten Arbeit niederge!eg! 
wurden. 

Die merkwiirdige Tatsache, dah die ersten Zersetzungs- 
produkte der Wolle durch Wasser, verdiinnte Saéuren oder Al- 
kalien die gleichen Eigenschaften wie das Ausgangsmaterial 
hesitzen, Beizsalze zu fiillen und mit basischen Farbstoffen coder 
mit mit Essigsiiure angesiiuerten Losungen von Siiurefarbstoffen 
Niederschiiige zu liefern, veranlabte mich, eine Reihe bekannter 
Spaltungsprodukte der Eiweibkorper auf ihr Verhalten zu Farb- 
stoffen und Beizen zu untersuchen. 

Dabei ging ich von der Voraussetzung aus, dab die m 
den EiweibkOrpern (Wolle oder Seide) sich vorfindlichen Kom- 
plexe, welche die Farbung vermitteln, mit den Farbstoffen wn- 
losliche oder doch schwerlésiiche Verbindungen eingehen. Lieben 
sich unter den einfachen Spaltungsprodukten der Eiweibkorper 
solche finden, die der gemachten Voraussetzung entsprechen, 
so hiitte man annehmen kénnen, daf der Komplex dieser Spal- 
tungsprodukte die fiirberischen Eigenschaften der animalischen 
Textilfasern bedingt. 

Raft man den Vorgang beim Fiérben oder Beizen von 
animalischen Fasern als Salzbildung auf und sieht man_ einst- 


') Monatsh. f. Chemie, Bd. XXV, 5. 1107; Bd. XXVI, 5S. 415. 
?) Monatsh. f. Chemie, Bd. XXVI. S. 855; Bd. 5. 225. 
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weilen von den mdglicherweise gleichzeitig verlaufenden physi- 
kalisechen Vorgiingen ab, so konnen die Fiirbevorgiinge von 
folvenden Momenten bedingt sein: 

1. In dem Eiweibkorper ist eine amphotere Gruppe vor- 
handen, welche Farbbasen und Farbsiiuren zu binden vermag. 

2, In den Eiweibkorpern sind Gruppen mit sauren und 
Gruppen mit basischen Kigenschaften) vorhanden, welche den 
amphoteren Charakter der Muttersubstanzen bedingen, 

Trifft der unter 1. gekennzeichnete Umstand zu, so steht 
zu hoffen, man unter den Spaltungsprodukten der 
korper einen Korper finden kann, der imstande ist, mit Farb- 
basen und Farbsiiuren unléstiche Verbindungen einzugehen. 
Besteht jedoch das unter 2. angenommene Moment, so  labt 
sich voraussehen, dab bei der Hydrolyse der Eiweibkorper bis 
yu vewissen Stadien der Zersetzung die Fiillbarkeit von Farb- 
stolfen noch vorhanden sein kann, dab indes stets ein Punkt 
kommen in welchem die die basischen Eigenschaften 
tragenden von den die sauren Eigenschaften tragenden Grup- 
pen getrennt sein werden: in diesem Punkte werden die ge- 
schiedenen Hydrolysicrungsprodukte sich nur mehr als 
oder nur als Basen verhalten und somit nur imstande sein, ent- 
weder nur mit Farbbasen oder nur mit Farbsiiuren Salze zu 
bilden, 

So einfach und richtig diese Kalkulation erscheint, so sehr 
verliert sie an Wert, wenn man bedenkt, dab unter den Spal- 
tungsprodukten der Eiweibkérper der Hauptmenge nach ja Sub- 
stanzen (Aminosiuren) auftreten, welche bekanntlich ebenfalls 
amphoteren Charakter besitzen. Es treten unter diesen Pro- 
dukten der Hydrolyse indes auch K6rper mit ausgesprochen 
basischem oder saurem Charakter auf, allerdings, soweit die 
Beobachtungen reichen, bei den leicht zuginglichen Eiweib- 
kOrpern meist in viel geringerer Menge, als dies fiir die Mono- 
aminoséuren der Fail ist. 

Ferner kommt auch noch die Tatsache in Betracht, dal 
die gréBere oder geringere Loslichkeit von Verbindungen meist 
auch von der Grobe des Molekiils abhiingig ist, dab also Salze 
hochmolekularer Siuren oder Basen meist schwerer lOslich stud 
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als von solchen Korpern mit niedrigem Molekulargewicht. Eine 
einfache amphotere Gruppe, welche keinerlei unldsliche oder 
schwerlosliche Salze lefert, kann durch den Eintritt eines hoch- 
molekularen Radikals in eine neue amphotere Gruppe verwan- 
delt werden, die méglicherweise schwer- oder unlosliche Salze 
hiefert. 

Wenn man nach dem allgemeinen Verhalten der Wolle 
beim Firben, bei der Salzbildung mit Saéuren') und bei der 
Hydrolyse im Fiirbebade, und in Anbetracht der wahrschein- 
lichen des Molekiils der Kiweibk6rper tiberhaupt auch 
fiir die Wolle und Seide ein sehr hohes Molekulargewicht an- 
nehmen mu, so muB man auch gleichzeitig festlegen, dab im 
Zusammenhange damit das Basen- und Séurebindungsvermogen 
der animalischen ‘Textilfasern ein relativ geringes sein mul, 
dab also nur ein untergeordneter Teil vorhanden ist, dem Salz- 
bildungsvermOgen zugeschrieben werden kann. Wenn nun die 
Hauptmenge der Eiweibkérper aus Polypeptiden besteht und 
diesen keine farbstoffillenden Eigenschaften zukiimen, so 
die Ursache der Fiirbung, der Farbstoffaillung in einem anderen 
kleinen Teil des EiweiBmolekiils gesucht werden. 

Endlich werden die Verhiiltnisse noch bedeutend verwickelt 
durch den Umstand, dab die EiweibkOrper sehr verschiedenes 
Basen- oder Siiurebindungsvermogen besitzen, was Ja In unserem 
Falle sehr deutlich bet Wolle und Seide zum Ausdruck kommt. 

Das Aufsuchen einer die Fiirbereieigenschaften bedingenden 
Gruppe wurde aber auch durch die Tatsache angeregt, dab 
Leim mit basischen oder schwach mit Essigsaure angesauertet 
sauren Farbstoffen in Losung keine Fallung erzeugt und auch 
das solide Anfiirben der Wolle nicht verhindert, waihrend Wittes 
Pepton sofort mit allen Farbstoffen Fiillungen erzeugt und dem- 
gemiiB auch keine solide Fiirbung der Wolle zulabt. 

Nach Kiihne?) ist im EiweiB ein durch Trypsin leicht 


') Siehe P. Gelmo und W. Suida, Monatsh. f. Chem., Bd. XXVII. 


225. 
*, Verhandlungen des Heidelberger Naturhistor -Medizin. Vereins. 
_F., Bd. I, S. 236 (1876); Zeitschrift f. Biol., Bd. XIX, 5S. 159; Bd. XXII, 
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angreifbarer Teil (Hemigruppe) und ein durch dieses Enzym 
schwer zerlegbarer Teil (Antigruppe) vorhanden. E. Fischer 
und Abderhalden!) haben sich der Kithneschen Anschauung 
angeschlossen. Die Hemigruppe enthilt das Tyrosin und Tryp- 
tophan, die Antigruppe das Glykokoll und Phenylalanin. Nach 
Pick?) ist Casein reines Hemi- und Leim reines Antieiweib. 

Zur Hemigruppe gehért auch die Protalbumose, welche 
neben der zur Antigruppe zu ziithlenden Heteroalbumose_ in 
Wittes Pepton vorkommt. Leim fillt Farbstoffe nicht, wihrend 
Wittes Pepton dieselben unter den bei der Fiirberei einge- 
haltenen Bedingungen filit. Sollte es nun nicht die Protalbumose 
sein, der die fallenden Eigenschaften von Wittes Pepton zu- 
zuschreiben ware? ‘Trifft dies alles zu, so bedingt der aro- 
matische Gruppen enthaltende Hemieiweifkomplex die Fiirberei- 
eigenschaften der animalischen Fasern. Da nun die Hemigruppe 
leicht abgespalten und auch leicht hydrolysiert bezw. bei der 
Hydrolyse verandert wird (Tryptophan), so mub man schlieben, 
dali die Fiirbereieigenschaften und besonders die Soliditét der 
Farbung bei etwas liingerer oder intensiverer Behandlung mit 
Wasser oder besser mit verdiinnten Saéuren abnimmt. Dies 
wird durch die Praxis der Fiirberei und durch meine friiheren 
Versuche auch vollinhaltlich bestatigt. 

Diese Betrachtungen veranlaBten mich, eben die gleich 
unfangs erwihnte Voraussetzung zu machen, um womdglich 
jenen Komplex zu suchen, welcher in den Eiweibkorpern, also 
auch in der Wolle oder Seide die Farbstoffe in un- oder schwer- 
l6slicher Form bindet. 

Bei den im folgenden zu beschreibenden Versuchen habe ich 
auBer einer Reihe bekannter Fiweifspaltungsprodukte auch eine 
Reihe anderer, teils physiologisch wichtiger KOrper mit gegen- 
iiber Farbstoffen oder Beizsalzen gepriift, teilweise um die aus 
anderen Versuchen gefolgerten Schliisse zu bestiitigen. 

Als Salze basischer Farbstoffe kamen in Verwendung: 
Parafuchsin, Krystallviolett, Fuchsin, Methylenblau u. a. Als 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 81. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, 219. 
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Salze der sauren Farbstoffe beniitzte ich hauptsichlich Krystall- 
poncean, Orange I] und Echtgelb extra, aus welchen auch die 
freien Farbsduren abgeschieden und verwendet wurden. 

Mit Ausnahme des Echtgelb waren die verwendeten Farb- 
stoffe schon krystallisiert und rein. Desgleichen kamen die unter- 
suchten Spaltungsprodukte der Eiwetbkorper sowie die anderen 
Substanzen nur in analysenreinem Zustande zur Verwendung. 

Die Versuche wurden so ausgefiihrt, daB eine konzentrierte 
Losung oder eine Aufschliimmung der zu untersuchenden Sub- 
stanz mit einer Losung des Farbstolles bezw. der Farbsiiure 
eventuell unter Zusatz von wenig Essigsiiure vermischt und nun 
beobachtet wurde, ob in der Kélte eine gefiirbte Krystallisation 
oder Fiillung eintrat. Geschah dies nicht, so wurde die Mischuny 
bis zur vollstandigen Losung der eventuell ungelOsten Substanz 
erhitzt, heib fillriert und nachgesehen, ob beim Erkalten des 
Kiltrates eine schwer losliche gefiirbte Verbindung sich abschted. 
Um in allen Fallen Tiituschungen zu vermeiden, warden die even- 
tuell entstandenen schwer- oder unl6slichen Ausscheidungen 
mehrmals rasch mit destilliertem Wasser veschiittelt und de- 
kantiert, wobei sich dann zeigte, ob die Abscheidung die Farbe 
festhielt, also gefiirbt war, oder nicht. In einigen Fiiilen wurden 
dann noch quantitative Versuche hinzugefiigt und die entsian- 
denen Produkte analysiert. 

An diese Versuche mit den Spaltungsprodukten der [i- 
weibkorper schlossen sich dann soiche mit einigen der Wolle 
und der Seide in mancher physikalischen Richtung ahnlichen, 
dagegen chemisch, wie es scheint, zum Teil sehr verschiedenen 
Kiweibkorpern, niimlich Fibrin, Elastin und Spongin an, indem 
auch diese Substanzen in ihrem Verhalten gegeniiber Farbstoffen 
gepruft wurden. 

Endlich ging ich zu den gleichzeitigen Ausfiirbungen der 
Wolle. Seide und den iibrigen genannten Eiweibkérpern in Farb- 
flotten iiber, welche sich vertragende Farbstoffe oder  selbs! 
Failungen aus sauren und basischen Farbstoffen enthielten: 
ich konnte so weitere ‘Tatsachen auffinden, welche den Prozel 
der Fiirbungen im allgemeinen und jenen der histologischen 
Priaparate im speziellen niher beleuchten. 
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Ks muf auch bemerkt werden, dai mitunter auch das 
Verhalten der Beizen, speziell der Losungen von Aluminium- 
-ulfat und -acetat, von Chromsulfat oder ‘Tannin in den Kreis 
der Untersuchungen gezogen wurde. 

Die mir bekannt gewordene Literatur ist bei jedem ein- 
zelnen Kapitel dieser Arbeit beriicksichtigt worden. 


Aminosiiuren und Derivate derselben. 


KE. Ré6theli!) hat in seiner Dissertationsarbeit eine Reihe 
yon Salzen beschrieben, welche er aus Giykokoll, Leuein Ty- 
rosin, Aminostearinsiiure oder Aminopalmitinsiiure mit Farbbasen 
der Farbsiiuren erhalten hat und die sich alle dureh ihre Schwer- 
slichkeit in Wasser auszeichnen. Die Existenz dieser Salze 
beweist auch die Moéglichkeit der Bildung ahinticher salzartiger 
Verbindungen beim Fiirben der animalischen Faserstoffe: sie 
sf mit eine Stiitze meiner Auffassung tiber die Vorgiinge beim 
irben der genannten Fasern. RO6theli hat indes diese Salze 
auf einem Wege gewonnen, der dem gewohniichen Vorgange 
beim Fiirben sehr unihnlich ist. Deshalb wurde das Verhalten 
einiger schon von ihm beniitzten Aminosiiuren gegeniiber wiisse- 
riven L6sungen der basischen Farbstolfe (Salze) oder der Farb- 
siuren (freie Farbsiiuren, oder Farbsalze mit wenig rssigsiiure) 
n der im Vorhergehenden beschriebenen Weise ebenfalls mit- 
vepriift. In der folgenden Tabeile bezeichnet 9 keine Bildung 
einer schwer- oder unldslichen Aussecheidung, wiihrend ein — 
anzeigt, daB die Priifung nicht vorzenommen wurde. Bei all 
diesen Untersuchungen war ein Uberschuf an Farbstoff ge- 
withlt worden. 

Aus dieser Tabelle ist zunaéchst zu ersehen, alle eim- 
tachen. primiiren, aliphatischen) Monaminosiiuren (Glykokoll, 
Alanin, Leuein, Asparagins‘iure und auch Cystin, sowie Asparagin) 
nicht imstande sind, mit den Farbstoffen unter den obwaltenden 
Cinstiinden schwer- oder unlésliche Verbindungen cinzugehen 
ind daf auch der Ersatz von an Kohlenstoff gebundenen Wasser- 
-toffatomen durch aromatische Gruppen (Phenylalanin, Tyrosin) 


1) Zur Theorie des Fairbeprozesses, Inauguraldissertation, Ziirich 1898. 
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und selbst durch eine Benzopyrrolgruppe (Tryptophan) an dieser 


Tatsache nichts indert. 


Labelle I. 
Kine Gibt mit 
wiasserige 
Losung einer einer | einer | einer einer 
oder Lésune der | armen, | neutralen, | wasserigen | Wesserigen | wiscerig 
Wiisserigen | wiisserigen | Lisung 
Suspen- Liésung Lésung Lésung von von Losung 
sanilin | Farbs » | de 
von Farbstoffe osanilin | Farbstoffe | Parbsauren ‘Chromsulfat acetat Tannin 
— 
i | | 
: ‘ 
| | | Kalt T 
| Prachtig Intensiv 
y° . 
. ed stall- | | | 
Phenylglycin | gefirbte 0 | Nieder- | 
schlag glanzende | 5 schlag 
Krystalle | Krystalle | 
Nieder- metall- Nieder- Nieder- | Nieder- | di 
phenylglycin lag arg schlag | schlag | schlag | ca 
Phenyl- Metall- | | = At 
Nieder- | | Nieder- | 
diessigsiiure © Krystalle | | 
H } j i 
o-Carbon- | schlag schlag | An 
siiure 
a-Naphtyl- | Nieder- | | 
— — | | 
giycin schlag | 
Nieder- 
| schlag | schla; p-! 
In einiger- [BeimKochen 
| /maBen kon-| einer mit Amin 
rginin- | zentr, Lisg.| NaA ver- ovr 
| | eine schwer setztenLosg. Priibu 
| ,Jsliche _jentsteht ein art 
tion | Xtystalli- dicker 
, sation Niederschl. 
chlorhydrat | | 
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Tabelle I (Fortsetzung). 


arbonsiiure 


Fine Gibt mit 
wasserige | | 
Losung einer einer einer einer einer 
assergel | warmen, | neutralen | wWiasserigen | 
ode! Lésung der) wisserigen wisserigen | Lisung Lisung | niger 
Suspen- salzsauren Lisung Lisung Losung von von Lisung 
Salze der yon Para- | der sauren | der Aluminium: jyminium-| von 
sion basischen Rrosanili Farbstoffe | oder acetat 
von Farbstoffe | | | Tannin 
| 
| | { 
saure 
| | 
Asparagin | | | 0 | 0 | | 
Mit den mei-| | 
salzsaure Jsten basisch,) | 
Farbstoffen | | 
unlésliche | | 
siiure Nieder- | 
schlage | | | 
Schwache | | | 
| nischer 
Triibung Niederschl. 
Amido- | | | | | 
diphenyl- | | 0 
xaminsiiure | 
shire ~ crystail- | ‘ 
dure schlag nischeMasse _Krystalle schlag 
Nieder- | schlag 
saure schlag | Masse | 
Anthranil- An- Gold-  Beim Beim Er- | 
jure- Warmen wiirmen 
gefarbtes oO | gliinzen dicker dick., weiver! 
nethvlester Ol des Ol Niederschl. Niederschl. | 
m-Amino- | Nieder- | | Krystalli- 
‘enzoesdure schlag = nischer | 
_Niedersehl. 
b-Amino- | Nieder- | ed | 
ornzoesaure schlag | Niederschl. | 
secu Nieder- | Nieder- | Nieder- | Nieder- | | | 
ee schlag | schlag schlag | schlag | 
© >| 


Auch der Ersatz eines Wasserstoffatomes der Aminogruppe 
‘n den einbasischen a-Monaminosiiuren durch eine Methylgruppe 
‘Sarkosin) oder die Umwandlung der methylierten Aminogruppe 
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in eine methylierte Guanidyvlgruppe (Kreatin) bringt nicht die 
Kigenschaft hervor, Farbstoffe zu. fallen. 

Nur das Argininnitrat,!) das Histidinchlorhydrat und die 
salzsaure Glutaminsiiure zeigen ein abweichendes und sehr charak- 
teristisches Verhalten. 

Setzt man zu einer LOsung von Argininnitrat eine Losung 
von Krystallponceau hinzu, so bildet sich selbst nach liingerem 
Stehen kein Niederschlag: fiigt man jedoch noch Natriumacetat 
hinzu, so bilden sich nach einiger Zeit’ prichtige, rote, gold- 
giiinzende WKrystalle. Vermischt man aber eine Lésung von 
Argininnitrat mit einer Lésung von Krystallponceausiiure oder 
setzt man zu dem erstgenannten Gemisch eine Spur Salz- oder 
Kssigsiiure, so tritt die Bildung der schwer lOslichen Krystall- 
ausscheidung fast momentan ein. Ebenso schon tritt die Bildung 
eines Niederschlages ein, wenn man an Stelle der Krystall- 
ponceausiure die Siiure des Orange Il verwendet: aueh dieser 
Niederschlag ist Wasser nur schwer loslich. 

Ganz iihniiche Erscheinungen erhiilt man bet Verwendung 
von Histidinchlorhydrat: auch dieses wird direkt durch freie 
Farbsiiuren bezw. durch saure Farbstoffe bei Gegenwart von 
Siiuren gefallt. 

Mit basischen Farbstoffen geben indes weder Arigininnitra! 
noch Histidinchlorhydrat Fallungen, selbst nicht nach Zusatz 
von Natriumacetat, 

Merkwiirdigerweise gibt die LOsung von Argininnitrat keiner- 
lei Fiillangen mit den Losungen von B-Naphtol-6-8-disulfosiiure 
(welche ja die eine Komponente des Krystallponceaus ist), von 
Naphtionsiiure oder von Suilfanilsiéure. 

Auf dieses auffailende, kriiftige Bindungsvermégen des Ar- 
ginins und Histidins fiir Farbsiiuren soll noch spater bei der 
Besprechung des Verhaltens des Guanidins zuriekgekommen 
werden. 

Im (Giegensatz hierzu vermag die Glutaminsiiure in Form 
ihres salzsauren Salzes mit den meisten basischen Farbstoffen 
schwer- oder unlosliche Niederschliige zu bilden. Setzt man zu 
einer kalten L6sung von salzsaurer Glutaminsiiure eine Autf- 


' Lysin stand mir leider nicht zur Verfiigung. 
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losung von Krystallviolett, so tritt binnen kurzer Zeit die Bildung 
priichtig griin glinzender Krystalle ein, wahrend sich die Fliissig- 
keit nahezu entfirbt. Nilblau oder Safranin geben direkt un- 
ljsliche Niederschliige: mit Fuchsin ist die Erscheinung weniger 
deutlich. 

In der Arbeit von P. Gelmo und W. Suida'’) ist ange- 
veben, daB Glutaminséure Farbstoffe micht zu fillen vermoge. 
i'm diesen und den Widerspruch, der in bezug auf die ganz 
‘hnlich konstituierte Asparaginsiiure besteht, aufzukliiren, wurde 
auch salzsaure Asparaginsiiure hergestellt und diese mit den 
salzsauren Farbbasen in wiisseriger LOsung zusammengebracht 
es zeigte sich, nunmehr die Asparaginsiiure als Chiorlhiydrat 
verade so fiillend wirkt, wie salzsaure Glutaminsiiure. Die freien 
Siiuren fallen also nicht, wohl aber deren Salze mit Siuren, 
bezw. die freien Siuren verhalten sich wie einbasische Siuren. 
Man kann annehmen, dab die freie Amidogruppe dieser zwei- 
basischen Sauren eine Carboxylgruppe absiittigt, wodurch der 
Charakter von cinbasischen Siiuren auftritt. Ist jedoch die Amido- 
eruppe durch eine andere Siiure, z. Salzsiiure abgesiittigt, 
<9 treten diese Siuren als zweibasische in Wirkung. Die Salze 
zweibasischer Siiuren, wie z. B. der Oxalsiiure, mit Farbbasen 
und aromatischen Aminen sind ja, wie bekannt, relativ schwer 
in Wasser JoOslich, es hat also nichts AuBergewohnliches an sich, 
wenn salzsaure Aminobernsteinsiure oder salzsaure Aminoglutar- 
siiure ebenfalls schwer- oder unl6sliche Salze mit den genannten 
Basen bildet. 

Ganz anders verhilt es sich jedoch mit jenen Substanzen, 
welche gwar nicht als Spaltungsprodukte der Eiweibkorper be- 
kannt geworden sind, zu einigen dieser Spaltungsprodukte aber 
in genetischer Bezielhung stehen, niimlich mit dem Phenylglycin 
und den Aminobenzoesiiuren. Mit dem Eintritt: emer Phenyl- 
gruppe an Stelle eines Wasserstoffatomes der Aminogruppe des 
(ilykokolls tritt auch die Eigenschaft auf, Farbstoffe in  unlos- 
licher oder relativ schwerléslicher Form fiillen, und zwar 
eeben basische Farbstoffe, mit Phenylglycin in bestimmten Ver- 
hiiltnissen zusammengebracht, sofort Fillungen, wihrend Farb- 
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siiuren in konzentrierten Losungen von Phenylglycin priichtige 
Krystallisationen entstehen lassen, welche durch Umkrystalli- 
sieren aus wenig heibem Wasser gereinigt werden konnen. 

Eine so mit Krystallponceausiiure erhaltene, wiederholt 
umkrystallisierte Verbindung ergab, im Vakuum tiber Schwefel- 
siiure getrocknet, bei der Analyse folgende Werte: 


0.2051 Substanz gaben 0,0842 g Wasser und 0.3749 ¢g Kohlensiure 


Q,1779 » 03213 > > 
Q2116 | 15,4 cem Stickstoff bei 12° C. u. 759 mm Druck 
0.2643 » > » 11° > » 765 
0.4763 03680 g Baryumsulfat 
05243 > » 04165 » » 
Aus diesen Werten berechnet sich eine Formel 
Cag 56050: 


ein solcher Koérper kann entstanden sein aus Molekilen 
Krystallponceausiiure, Molekiilen Phenylglycin, 3 Molekilen 
Ammoniak und 5 Molekiilen Wasser: 


Berechnet Gefunden: 
fir C,, I. II. 
C = 50,190 49,85 49,26 
H = 4,35°/o 4,53 °/o 4,64" 0 
N = 8,58 8.31 
S = 10,56%o 10,58°/o 10,500 


Die Substanz enthielt in der Tat Ammoniak gebunden, 
dessen Provenienz ermittelt werden konnte; das verwendete 
Phenylglyecin enthielt’ néimlich Ammoniumsalze. ') 

Das Phenylglycin ist auch imstande, Beizen unter der Vor- 
aussetzung zu fiillen, daBb hierbei Salze mit sechwachen Séuren 
(Essigsiiure) in Verwendung kommen. 

In noch héherem Grade kommt dem Dipeptid Phenyl- 
glycinylphenylglycin die Fihigkeit, Farbstoffe und Beizen zu 
fiillen, zu. Diese Substanz besitzt sogar die Eigenschaft, die 
neutrale Lésung des Krystallponceaus (Natriumsalz) zu fallen. 

Es lieB sich nun voraussehen, da der Zusatz von Phenyl- 
glycin zum Firbebad die Echtheit der Fiirbungen auf Schat- 
wolle in derselben Weise beeinfluBt, wie dies schon frither fiir 


‘) Auch mit analysenreinem Phenylglycin entstehen Niederschlage. 
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Wittes Pepton beobachtet worden war. Der Versuch hat diese 
Voraussetzung vollkommen bestiitigt. Die erzielten, wie mit 
Farbstoff tberladen aussehenden Wollproben gaben an Wasser 
und noch leichter an sehr schwache Seifenlosung nahezu die 
ganze Farbe ab. 

Interessant erscheint ter auch das Verhalten der Phenyl- 
iminodiessigsdéure und der Phenylglyein-o-carbonsiure. In diesen 
beiden Substanzen ist der basische Charakter des Phenylglyeins 
schon so weit geschwiicht, dab sie mit Farbséiuren keine Ver- 
bindungen einzugehen scheinen, wiihrend sie als stirkere Siuren 
hasische Farbstoffe und Acetatbeizen zu fiillen imstande sind. 

Alle drei isomeren Aminobenzoesiiuren fillen ebenfalls die 
Salze der Farbbasen und erzeugen mit den Farbsiiuren relativ 
schwer losliche, gefiirbte Krystallisationen. Eine Beeinflussung 
dieser Fihigkeit durch die Stellung der primiren Aminogruppe 
zur Carboxylgruppe im aromatischen Kern scheint nicht: statt- 
zulinden. 

Bei der Anthranilsaure wurde der Gegenstand niher ver- 
folgt und zunichst festgestellt, Acetylanthranilsiure wohl 
basische Farbstoffe und Acetatbeizen, nicht jedoch saure Farb- 
stoffe oder Farbsiiuren fillt, und andererseits Anthranilsiiure- 
methylester als rein basische Substanz sich durch die gefillten 
und gelésten Farbbasen, als auch durch Farbsiuren anfirbt, 
die Beizen indes beim Erwiirmen fillt, sich also nahezu gleich 
dem Anilin verhialt. 

Zum Zwecke der Gewinnung moglichst einheitlicher Ver- 
bindungen von Anthranilsiiture mit Farbstoffen wurde in folgen- 
der Weise verfahren: 

)g reines Krystallviolett (mit 8 Molekilen Krystallwasser) 
und 1,24 g¢ Anthranilsaiure wurden in wenig heibem Wasser ge- 
lost, die Lésung heifi filtriert und das Filtrat abgekthlt. Die 
entstandenen Krystalle wurden scharf abgesaugt und dreimal 
aus wenig heibem Wasser umkrystallisiert. Die resultierenden, 
griingliinzenden Krystalle wurden bei 100° C. zum konstanten 
(rewicht getrocknet und analysiert. 

0.2498 g Substanz gaben bei der Verbrennung 0,6537 g Kohlen- 
siure und 0,1548 g Wasser; 
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0,1671 g Substanz einer neuen Darstellung gaben 0.4380 g Kohlen- 
siiure und 0,1018 g Wasser; 

0.2317 ¢ Substanz der ersten Darstellung gaben 21,4 ccm Stick- 
stoff bei 12° C. und 753.5 mm Druck. 

Die Substanz erwies sich als chlorfrei. 

Die erhaltenen analytischen Werte stimmen am besten zu 


einer Formel C,.H,,N,,0,), welche sich aus 2 Molekiilen Violett- 
base und 5 Molekiilen Anthranilsiure zusammensetzt: 


Berechnet Gefunden: 
fir C,,H,3,N,,0,,: I. II. 
C = 71,48°/o 71,37 °%/o 71,48°/0 
H = 6,52°%,o 6,89° 6,770 
N = 10,79°/o 10,98° 


O 11,21% _ 
1g Krystallponceausiure (chlor- und aschefreie) und 0,6 ¢ 
Anthranilsiiure wurden in 30 cem heibem Wasser geldést, dic 
Losung filtriert und das Filtrat abgekiihlt. Die entstandenen 
bronzegliinzenden Krystalle wurden scharf abgesaugt und zwei- 
mal aus je 20 ccm Wasser umkrystallisiert, jeweilen abgesaugt 
und schlieBlich bei 100° konstanten Gewicht getrocknet. 
0.2477 ¢ Substanz gaben 0,4963 g Kohlensiure und 0,0932 g Wasser 


»  0,3710 » > » 00,0691 » > 

0,360 1 0.2138 » Baryumsulfat 

0.2686 » ; 

0,1173 » 72 cemStickstoff bei 11,5° C. und 7450 mm Druck 
O2756 » » 17,5 » » >» 11,09» » 7515» » 


Die gefundenen analytischen Werte stimmen gut zu einer 
Formel eines Salzes, welches aus 1 Molekiil der Farbséure des 
Krystallponceaus und 2 Molekiilen Anthranilsiure mehr 1 Molekii! 
Wasser entstanden ist: 


Berechnet Gefunden : 
fiir I. I. 
C = 5440°/o 54,64 54,66 
H = 4,00°%o 4,18°/o 4,14°%/0 
N = 17,47°%0 7,260 7,59 


O = 25,60°%o 

Die Anthranilsiiure verhilt sich den Farbstoffen gegeniiber 
also ganz iihnlich wie das Phenylglycin. Eine ebenfalls mit- 
untersuchte Aminopyrazoloncarbonsiiure gibt auch mit den Farb- 
stoffen basischer oder saurer Natur unlosliche Niederschlage. 
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Uberblickt man nun nochmals die Reihe der untersuchten 
Aminosiuren, so ergibt sich, daf die Eigenschaft, gleichzeitig 
mit basischen Farbstoffen oder Farbsiiuren schwer- oder un- 
losliche Verbindungen einzugehen, nur jenen Korpern zukommt, 
welche den aromatischen Kern an Stickstoff gebunden 
enthalten und zugleich gleichmibig amphoteren Cha- 
rakter zeigen, d. h. weder hervorragend sauer noch hervor- 
ragend basischer Natur sind. Um so merkwiirdiger ist es, dab 
das Tryptophan, welches ja auch als Indolderivat ein Stickstoff- 
atom an den aromatischen Kern gebunden enthiilt, keine fallen- 
den Eigenschaften fiir Farbstoffe zeigt, 

Es war nun von weiterem Interesse, das Verhalten der 
Salze der basischen Farbstoffe und der Farbsiiuren gegen Harn- 
stoff und seine Abkémmlinge zu priifen. Einzelne dieser Korper 
sind ja als Bestandteile des Eiweibmolekiiles aufzufassen, wie 
das Guanidin, andere spielen im TierkOrper zweifellos eine 
wichtige Rolle, diirften zum Teil jedenfalls den Eiweibkérpern 
nicht ferne stehen. Endlich mufte auch das Anilin und das 
p-Amidophenol herangezogen werden, um vergleichend den Ein- 
fluff von Phenolhydroxylgruppen in oben genanntem Sinne fest- 
zustellen. 

Die Priifung dieser Substanzen geschah ganz gleich jener 
mit den Aminosiiuren durchgeftihrten Untersuchung. Die folgende 
Tabelle zeigt die hier gewonnenen Erfahrungen. 

Man findet hier, dafB Harnstoff und die Ureide bezw. Di- 
ureide keine farbstoffallenden Eigenschaften besitzen, daf indes 
Biuret und Monophenylharnstoff basische Farbstoffe nieder- 
schlagen und zugleich mit Farbséuren verschieden losliche Ver- 
bindungen erzeugen. Auch hier tritt charakteristisch die Wirkung 
der an Stickstoff gebundenen Phenylgruppe auf. 

Das zur Priifung verwendete Guanidincarbonat fallt aus 
den LOsungen der basischen Farbstoffe die Carbonate; die ent- 
stehenden Niederschlige lésen sich nach dem Reinigen unter 
lebhaftem Aufbrausen in verdiinnter Essigsiiure. Auffallend und 
besonders hervorzuheben ist indes das Verhalten des Guanidin- 
carbonates, sowie -acetates und sogar des -chlorhydrates gegen 
Farbséuren; vermischt man die Lésungen, so tritt in wenigen 
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Tabelle IL. 


Eine Gibt mit 
wasserige | 
Losung einer einer einer einer | — einer 
oder Losung der wiisserigen | wiisserigen wasserigen Lésung | Wasserigen 
Suspen- salzsauren | Lésung | Lisung Loésung von yon Lisung 
sion | von Para der sauren der Aluminium-, von 
Rosanilin | Farbstoffe | p ae ace 
von Farbstoffe ~Farbsauren Chromsulfat, | Tannin 
| | 
Harnstoff | — ~ 
Leicht lisl., | 
Nieder- | gefiirbte 
schlag | beim Ein- | 
|  dunsten 
Mono- Krystalli- telativ | 
nischer, | schwer | 
lich, Nieder-| | lésliche | | 
harnstoff Schlag | Krystalle | | 
| | 
Alloxanthin — — — 
| 
| 
| 
Leicht 
gefarbte 
beim Ein- | 
dunsten 
Quanti- | 
tative, | 
Cruanidin- schlag des | | kalt unlos- | Nieder- 
| liche Fallg.,: 
varbonates | auch in | 
carbonat der | | | Gegenwart | schlag 
Farbbase | von Essig- 
saure 
oder HC 
JBeimKochen | 
Priphenyl- yollstandige | | 
ruanidit Faliung | 
guanidin | rarbbasen) 
| 4 
Fiillung | |  Tonerde | Fallung 
Anilin der Farb-;| — oder von 
| {hromoxyd-| Tonerde 
base n | | hydrat 
Fiillung Fallung von Fallung 
p-Amido- | der Farb- j Tonerde | von 
phenol | f é oder Chrom-. 
basen hydroxyd  Tonerde 
Amido- “Sofort kry- Sofort kry- | 
guanidin- | Fallung stallinische  stallinische | 0 | Triibun, 
nitrat Fallung Fallung 


ag 
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Augenblicken die Bildung schéner, feiner, gefirbter Krystalle 
auf, welche bei gewohnlicher Temperatur nahezu unléslich sind. 
Die Fallung ist nahezu quantitativ. Dieselbe Erscheinung erhiilt 
man, wenn man die LOsung des Guanidinearbonates mit einer 
Losung des Natronsalzes der Farbsiiure vermischt und dann 
mit verdiinnter Essigsiure oder verdiinnter Salzsiiure ansiiuert. 
Diese leicht zu erhaltenden Guanidinsalze der Farbsiiuren lassen 
sich aus heibem Wasser leicht umkrystallisieren und so reinigen. 
Kine so mit Krystallponceauséure und Guanidincarbonat erhal- 
tene Verbindung wurde nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus 
Wasser und folgendem Trocknen im Vakuum tiber Schwefel- 
siiure der Analyse unterworfen: 
0.1342 g Substanz gaben 0.2051 Kohlensiiure und 0.0610 ¢ Wasser 


01407 » > > Q,2150 » ‘ > 0,0615> 
0.2036 » > > 03084 » » 0,0873> >» 
>» 21,2 cem Stickstoff ber 11° u. 750 mm Druck 
0.5362 » » >» 04430 Baryumsulfat. 
Aus diesen Werten berechnet sich die Formel 
Cy 165,01, 
deren Deutung noch einer eingehenderen Untersuchung bedarf: 
Berechnet fiir C,,H5.N,,5,0,,: Gefunden : 
CG = 41,91% 41,68°/o 41.67% 0 41,31 %Jo 
H = 4,94°%/o 4,85 4,76°/o 
N 19,08°/o 18.90% — 
S = 10,90° 0 11,82 %o 


Da®B Guanidin oder dessen Carbonat oder Acetat selbst 
bei Gegenwart von iiberschiissiger Essigsiiure mit einer Auf- 
losung von Pikrinsiiure eine nahezu quantitative Fallung erzeugt, 
ist bekannt. 

Merkwiirdigerweise gibt indes Guanidin mit 2-Naphtol- 
6-8-Disulfosiiure oder mit Naphtionsaure oder Sulfanilsiiure keine 
Fiillung. Gleiche Verhiiltnisse herrschen gegeniiber Tannin und 
Gallussiure. Setzt man zur GuanidincarbonatlOsung eine LOsung 
von Tannin, so entsteht ein kriiftiger, in Essigsiure l6slicher 
Niederschlag; GallussiurelOsung bringt jedoch in einer Lésung 
von Guanidiicarbonat keinerle: Fallung hervor. 

Noch wirksamer zeigt sich das Amidoguanidinnitrat. Diese 
Substanz gibt sofort mit Farbsiiuren, aber auch mit den Salzen 
der Farbsiuren und zwar oline Siiurezusatz Fallungen. 
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Jedenfalls kommt also dem Guanidin ein ganz besonders 
kriftiges Fiillaungsvermégen fiir Farbsiuren und Tannin zu. 

Damit wire eine Gruppe aufgefunden, welche, in den 
Kiweibkorpern vorkommend, das Verhalten dieser EiweiBkorper 
und speziell der Wolle und Seide gegen saure Farbstoffe hin- 
langlich erkliirt. Schon in dem friiheren Kapitel dieser Arbeit 
ist auf das gleichartige Verhalten des Arginins und Histidins 
hingewiesen worden, wahrend gezeigt wurde, dal das Kreatin 
kein Farbstoffillungsvermégen besitzt. Vergleicht man nun die 
Formeln aller dieser Korper 


NH, NH, NH, CH — NH 
\ *, \ | \ 
( == NH (= NH C = NH } CH 
VA Vi 
NH, N — CH, NH — 
CH, CH, CH, 
CO,H CH, CH — NH, 
CH, CO,H 


ba — NH, 
CO,H 
Guanidin Kreatin Arginin Histidin 
so ergibt sich zuniichst, daB allen die Gruppe —N—C—N— 
zukommt: dafs aber diese allein nicht die genannten Fiallungs- 
erscheinungen erkliirt, ergibt sich aus dem Umstande, daf Kreatin 
saure Farbstoffe nicht zu fallen imstande ist. Es ist also auBer 
dieser Gruppe wohl noch die Anwesenheit einer primaren Amino- 
gruppe notwendig, um die hier besprochenen Erscheinungen ein- 
treten zu sehen, wahrend primiire Aminogruppen ohne die Gruppe 
—N—C-—N— wieder unwirksame KOrper ergeben. Man konnte 
sich dies so erkliiren, dab in den a-Aminosiiuren die Amino- 
gruppe, in den Guanidylséuren (Kreatin) die Guanidylgruppe die 
Carboxylgruppe absiittigen, wihrend in den Guanidyl- oder 
Imidazol-a-Aminosiiuren die Aminogruppe allein zur Absittigung 
dient, der Guanidyl- oder Imidazolrest nun aber zur Bindung 
der Farbsiituren wirksam bleibt. 
Was nun noch das Anilin und das p-Amidophenol anbe- 
langt. so hat sich ergeben, daB eine verschiedene Wirkung dieser 
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beiden Substanzen nicht beobachtet werden kann; beide Korper 
verhalten sich den Farbstoffen gegeniiber wie reine Basen, das 
p-Amidophenol teilt mit dem Anilin die lingst bekannte Kigen- 
schaft, die Sesquioxyde aus den Losungen ihrer Salze zu fillen, 
beiden Substanzen mangelt indes die Eigenschaft, mit Farbsiiuren 
schwer- oder unlosliche Verbindungen einzugehen. 

Die vorstehend mitgeteilten Untersuchungen haben ergeben, 
daB sich unter den gepriiften Spaltungsprodukten der Eiweib- 
kOrper einige vorfinden, welche imstande sind, saure Farbstoffe 
(Farbsiiuren) in schwerléslicher Form zu binden und an- 
dere Spaltungsprodukte in Gegenwart von Salzsiiure basische 
Farbstoffe in schwer- oder unldslicher Form zu fiillen  ver- 
mogen. 

Ferner hat sich erwiesen, dafi es Substanzen gibt, welche 
in naher Beziehung zu gewissen Spaltungsprodukten der Eiweib- 
kOrper stehen, denen amphotere Farbeeigenschaften zukommen, 
d. h. die imstande sind, sowohl saure als auch basische Farb- 
stoffe in schwerléslicher Form zu_ binden. 

Es ist also durch diese Untersuchung sehr wahrscheinlich 
vemacht, dafi von den zwei gleich anfangs aufgestellten Mo- 
menten das zweite das richtigere ist, dal also die salzbildenden 
schwer- oder unlosliche Farbstoffverbindungen bildenden sauren 
und basischen Gruppen nicht einem bestimmten kleineren Kom- 
plex, sondern verschiedenen Komplexen des groben Kiweibmole- 
kiiles angeh6ren, welche Komplexe bei der Hydrolyse in einem 
bestimmten Momente getrennt werden und damit die ampho- 
teren Firbeeigenschaften verlieren. Hochstwahrscheinlich ist 
es jedoch, dali diese speziell die firberischen Kigenschaften 
tragenden Komplexe neben Guanidylgruppen und zweibasischen 
Siiureresten auch aromatische, an Stickstoff direkt gebundene 
Gruppen enthalten. Von dem alleinigen Zusammentritt mOglichst 
vieler Molekiile der Aminosauren zu Polypeptiden kénnen die 
amphoteren Fiirbeeigeuschaften der animalischen Textilfasern 
nicht abhiingen, da ja Koérper, die auch polypeptidartige Bin- 
dungen enthalten (wie Leim), ein Farbstoffillungsvermégen nicht 
besitzen. Es miissen also entweder spezielle (aromatische) 
Gruppen in Polypeptiden vorhanden sein (siehe Phenylglycyl- 


_ 


192 W. Suida. 


phenylglycin), denen die Farbstoffallung zukommt, oder es er- 
scheinen die Polypeptide an Komplexe anderer Natur gebunden, 
welche Vereinigung erst die genannte Eigenschaft, Farbstoffe 
zu binden, besitzt. 

Der Leim enthilt auch aromatische Gruppen in seinem 
Bestandteil Phenylalanin; diesem Korper kommt indes keine 
farbstoffiillende Eigenschaft zu. Der Leim enthiilt aber auch 
Arginin und Glutaminsiiure, welche ja Farbstoffe in) schwer- 
losliche Verbindungen iiberzufiihren imstande sind. Warum aber 
wird der Leim durch Farbstoffe nicht gefiillt? Die einfachste 
Annahme wiire die, da®8 das Arginin und die zweibasischen 
Aiminosiiuren im Leim (oder in der Antigruppe der Eiweiikérper ) 
derart gebunden sind, dab sie ihre Wirksamkeit auf Farbstolfe 
nicht auszutiben imstande sind. Ist doch die Antigruppe der 
Kiweibkérper eine widerstandsfiihige Gruppe, d.h. sind doch 
in derselben die gefundenen Spaltungsprodukte fester, inniger 
miteinander verbunden. Diese Annahme wiirde die fiirberischen 
Kivenschaften der Kiweibkérper in’ die Hemigruppe derselben 
verlegen, in die leichter abspaltbare und leichter zerfallende 
Gruppe. 

In dieser befinden sich aber sowohl Guanidylgruppen (Ar- 
ginin und Glutaminsiiurereste) als auch aromatische Kerne ent- 
haltende Gruppen, von denen eine (Tryptophan) auch Stickstofi 
direkt am aromatischen Kern gebunden enthilt. Es scheint also 
durchaus nicht ausgeschlossen, dab die Hemigruppe eine Kon- 
stellation enthilt, welche die amphoteren Fiirbeeigenschaften 
der Kiweibkérper (Wolle) bedingt. Diese Anschauung wird ge- 
stiitzt durch die bekannte Abnahme der Echtheit der Féirbe- 
eivenschatten der animalischen Textilfasern bei linger dauernder 
Behandlung mit Wasser oder Siiuren, durch die rasche Abspal- 
tung von farbstoffiillenden Bestandteilen bei diesen Prozessen 
und nicht zum geringsten Teile durch die spiiter za beschrei- 
bende Tatsache, es resistente EiweibkOrper gibt, welchen 
kaum fiirberische Eigenschaften zukommen. 

Unter den Spaltungsprodukten der Seide ist allerdings die 
Glutaminsiiure bisher nicht nachgewiesen worden. Ich will aber 
durchaus nicht behaupten, dai das Bindungsvermégen von ba- 
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sischen Farbstoffen der Glutaminsiure allein zukommt. Es kénnen 
ja Konstellationen vorhanden sein, welche iihnlich der Glutamin- 
siiure als zwei- oder mehrbasische Siéuren fungieren und welche 
imstande sind, basische Farbstoffe zu fillen. Es soll hier nur 
gezelgt werden, dab gieichartig farbstoffillende oder -bindende 
Kigenschaften, wie sie die Kiweibk6rper besitzen, auch ihren 
wohldefinierten Spaltungsprodukten zukommen, und ferner nach- 
gewiesen werden, dab die Farbevorgiinge bei den animalischen 
Fasern auf Salzbildungen beruhen. 

Die Arbeiten von E. Knecht!) und auch meine in Ge- 
meinschaft mit P. Gelmo?) ausgefiihrten Untersuchungen haben 
gezeigt, dah beim Farben animalischer Fasern ein hydrolytischer 
Prozeb, eine Aufspaltung von Bindungen und eine Abspaltung 
von Bestandteilen der Fasern eintritt und zwar in einem keines- 
wegs zu vernachlissigendem Grade. Nun sind die sich leicht 
abspaltenden Teile der Fasern gerade solche, welchen ein be- 
sonderes Farbstoffaillungsvermégen zukommt. Die Hemigruppe 
spallet sich ab, das solide Fiarbevermégen der Faser nimmt 
ab, die Farblaeckbildung in der Flotte nimmt zu, der Farblack 
klebt nur mehr diuberlich an der Faser, die letztere erscheint 
iiberladen angefiirbt, die Fiirbung reibt ab und ein schwaches 
heinigungsbad (Seifenbad) entfernt sie leicht mehr oder weniger 
vollstindig. 

Dieses jedem Sachverstiindigen bekannte Bild, wird es 
nicht durch die leichte Abspaltung der die farbstoffiillenden 
Kigenschaften besitzenden Hemigruppe der Eiweifkorper hin- 
reichend genug erklirt ? 


Das Verhalten von Eiweibkérpern gegeniiber 
Farbstoffen. 


Uber die beim Fiirben animalischer Fasern stattfindenden 
Vorgiinge liegen zahlreiche Arbeiten vor. Auber einigen iilteren 
Arbeiten sind besonders hier jene zu nennen, welche von 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXI, 5. 1566; Bd. XXIf, 5S. 1123; 
Lehnes Farberzeitung, 1892, S. 492. 
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Vignon,') Kuhlmann,?) Schitzenberger,*) KE. Knecht,.*) 
G. v. Georgievics,®) P. Richard,*) E. Bentz und Frank 
J.Farell,?) EF. Reisse,!") R.Nietzki,") 
QO. N. Witt!®) und R. Gnehm!) ausgefiihrt wurden, 

Das Verhalten der Eiweibkorper als solche gegeniiber Farb- 
stoffen wurde in eingehender Weise durch die schonen Arbeiten 
von M. Heidenhain') festgestellt! Dieser Forscher kommt 
zu dem SchluB, daf die Fiirbung auf einer Salzbildung zwischen 
dem Eiweibkoérper und der Farbbase oder der Farbsiure be- 
ruhe. Viele Farbstoffe, darunter basische und auch Saurefarb- 
stoffe (wie Ponceau), gehoren nach ihm zu den empfindlichsten 
Kiweibfillungsmitteln. 

Bei der Durchsicht der Spaltungsprodukte der verschie- 
denen Eiweibkorper fiel mir im Zusammenhange mit dem Ver- 
halten des Leims und des Peptons Witte auf, daB im Elastin 
wenig Tyrosin und Arginin und bisher keine Indolkérper ge- 
funden wurden, da ebenso dem Spongin nach den vorliegenden 
Untersuchungen Tyrosin und Tryptophan zu mangeln scheinen, 
endlich dai im Seidenleim wohl 5°/o Tyrosin und 4°/o Arginin, 
bis jetzt aber kein Tryptophan nachgewiesen wurde. Deshalb 
schien es mir von Interesse, auch diese eiweifartigen Korper 


') Compt. rend., Bd. CXII, 5S. 58. 

*) Compt. rend., Bd. LIL, S. 173, 711; Bd. LHI, S. 900, 950. 

*) Traité des mat. color., Bd. I, 185 ff. 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXI, 8. 1566; Bd. XXII, 8S. 1123: 
Lehnes Fiirberzeitung 1892, S. 492. 

5) Mitteilungen des Technolog. Gewerbemuseums, Wien 1894. 

*) Bull. de Mulhouse 1888. 

7) Journ. of the Society of chem. Ind., 1897, S. 405. 

Inauguraldissertation, Ziirich 1898. 

%) Dingl. pol. J... Bd. S. 158, 183; Bd. COLXXXIX, 
S. 160, 186. 

°°) Lehnes Fiirberzeitung, 1894/95, 5. 330, 351. 

‘') Kiinstliche Farbstoffe, 1894. 

Lehnes Firberzeitung, 1891/92, S. 259. 

Lehnes Firberzeitung, 1894/95, Heft 23, S. 361; 1895, Heft 


S. 


S. 


'4) Pfliigers Archiv f. d. ges. Physiol., Bd, XC, 115; Bd. XCVI 
440. 
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im Vergleich mit Wolle, Fibroin (entschiilte Seide), Fibrin, 
Casein und Albumin in bezug auf ihr Verhalten zu Farbstoffen 
zu untersuchen. 

Das Elastin stellte ich mir nach der von Horbaezewski!) 
angegebenen Methode her, wiéhrend ich zur Gewinnung von 
Spongin kleine ausgesuchte und gewaschene, aber nicht ge- 
bleichte Badeschwiimme kalt liingere Zeit und wiederholt mit 
sehr verdiinnter Salzsiiure und dann mit destilliertem Wasser 
bis zum Aufhoren der Chlorwasserstoffreaktion extrahierte. 
Beide Materialien wurden dann an der Luft getrocknet. 

Soleches Elastin wurde zuniichst wie Wolle in neutraler 
Losung von Krystallfuchsin kochend bebandelt, und hierauf mit 
Wasser leicht gespiilt: es hatte sich nahezu gar nicht angefiirbt. 
Wurde dann Elastin in einer schwach essigsauren Krystall- 
ponceaulésung 1 Stunde zum Kochen erhitzt, so schien es wohl 
rot gefarbt, aber beim Waschen mit Wasser verlor es wieder 
den gréBten Teil der Farbe! 

Wurde das Spongin in ahnlicher Weise anzufiirben ver- 
sucht, so zeigte es sich, dai Krystallponceau in schwach essig- 
saurer Flotte nicht wasserecht zu fiirben imstande war und 
daB Fuechsin das Spongin wohl intensiver und haltbarer an- 
fiirbte, daB indes die gefiirbte Substanz nach etwa 20maligem 
Waschen noch immerfort Farbstoff an das Wasser abgab; 
offenbar war im letzteren Falle eine Dissoziation des Farb- 
salzes eingetreten. Elastin wie Spongin scheinen weitaus wider- 
standsfiihigere Substanzen zu sein, als Wolle und Seide, denn 
trotz des einstiindigen Kochens der Farbflotte konnten in letzterer 
keinerlei eiweibartige Stoffe entdeckt werden. Unter den gleichen 
Bedingungen wurden auch Casein, Fibrin, Wolle und Seide 
‘erstere in kleinen Baumwollstoffbeutelchen) untersucht, welche 
Materialien sich alle in solider Weise anfiirbten. Casein gab 
wohl fortdauernd etwas gefarbte Substanz an das Spiilwasser 
ab, doch entfiirbte sich der Riickstand nicht im mindesten und 
es ging gefiirbtes Casein in Loésung. 

Man kann also fiiglich sagen, daf Elastin und Spongin 
uicht imstande sind, Farbstoffe zu binden, d. h. mit ihnen 


') Diese Zeitschrift, Bd. VI, S. 330. 
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salzartige Verbindungen einzugehen. Man muS demnach geneigt 
sein, diese zwei eiweibartigen Substanzen als neutrale anzu- 
sehen, und zwar in dem Sinne, daf ihnen sowohl basenbindende 
als siiurebindende, demnach salzbildende Gruppen fehlen ;!) sie 
zeigen also nicht eine Neutralitit im Sinne amphoterer Kérper. 

Der Seidenleim verhalt sich dem Glutin ihnlich, obzwapr 
beide Substanzen verschiedene Zusammensetzung zeigen. Eine 
farbstoffallende Kraft kommt ihm nicht zu, da er ja ein ge- 
schiitztes Zusatzmittel zum Fiirbebad beim Fiirben von Seide 
mit sogenannten rasch anfallenden Farbstoffen ist. 

Ks driingt sich nun unwillkiirlich wieder die Ansicht auf, 
dab die Tatsache, es EiweiBk6rper gibt, die Farbstotien 
gegeniiber mehr oder weniger indifferent sind, mit der Zuge- 
horigkeit zur Anti- oder Hemigruppe der Eiweibkorper im engsten 
Zusammenhange steht. Elastin und Spongin sind sehr wider- 
standsfiihige Substanzen wie alle Antikérper, gleich dem wich- 
ligsten Reprisentanten der Antigruppe, dem Leim, kommt ihnen 
keine farbstoffesselnde Kigenschaft zu, gleich diesem enthalten 
sie scheinbar in reinem Zustande weder den Tyrosin- noch den 
Tryptophankomplex. 

Die salzbildenden Eigenschaften der EiweiBkorper variicren 
bekanntlich sehr bedeutend. Es gibt sehr saure und schwach; 
basische bis stark basische und schwach oder gar nicht saure 
Kiweibkorper: in der Mitte dieser Reihe wiirden scheinbar neu- 
trale Korper stehen, welche indes ebenso stark basische als saure 
Kigenschaften besitzen. Zu dieser Reihe gesellen sich nun noc 
zwei Substanzen, das Elastin und das Spongin, welche keine 
oder nur sehr schwache salzbildende Eigenschaften tragen. Diese 
verschiedene Fiihigkeit, versehiedenartige oder fast gar keine 
Salze zu bilden, muff in dem verschiedenen Verhalten der ein- 
zelnen KiweibkoOrper gegen Farbstotle (basische und saure) zum 
Ausdruck kommen. 

Schon C.O. Weber,?) E. Reisse%) und insbesondere 
M. Heidenhain') lieben sich von ihnlichen Ansichten leiten 
Aber auch die Praxis bemiichtigte sich friihzeitig dieser Ideen. 

') Siehe S. 192, €. 
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So hat nachweislich F. Breinl!) schon im Jahre 1890/91 prak- 
tische Versuche tiber gleichzeitiges Farben von Wolle und Seide 
in einem Bade mit Farbstoffgemischen durchgefiihrt und ge- 
funden, daB sich hierbei stets die Seide der mehr basischen 
und die Wolle der mehr sauren Farbstoffe bemiichtigt, wodurch 
sehr schéne Doppelfiirbungen auf Seidenwollgeweben entstanden. 
Gleiche Versuche fiihrten dann kK. Reisse?) und auch G. Ulrich?) 
aus: ersterer teilte auch die Farbstoffe in bezug auf ihre Kon- 
stitution und ihr Verhalten gegen die animalischen Fasern = in 
drei Gruppen ein und sprach die Ansicht aus, dai man auf 
Grund der Konstitution eines Farbstoffes dessen Verhalten gegen 
animalische Fasern vorhersagen konne. 

Ich habe solche Doppelfarbungen auf Gloriastoff oder den 
losen Fasern in den mannigfachsten Variationen wiederholt und 
hierbei Farbsiiuren, farbsaure Natronsalze, Farbbasen, salz- 
saure Farbbasen und Beizenfarbstoffe in Betracht gezogen. Die 
Farbmaterialien gelangten im allgemeinen in der Menge von 
3°/o des Stoffgewichtes zur Anwendung. Es wurde eine halbe 
Stunde bei etwa 60—80° gefirbt, hierauf das gefiirbte Faser- 
material wiederholt mit destilliertem Wasser gewaschen, eventuell 
sehr leicht 5 Minuten lang dureh ein lauwarmes Seifenbad ge- 
zogen, gespiilt und mit sehr schwacher (1—2°/oiger) Essigsiiure 
aviviert und getrocknet. Letztere Operation erscheint notwendig, 
um die volle Farbe der Seide hervortreten zu lassen. Die er- 
zielten Resultate waren folgende: 

1. Freie Farbsiuren allein in wiisseriger Losung. 


Wolle | Seide 

Orange I[-Siiure. tief orange | ganz blafs orange 
Krystallponceausiiure . fief rot | blafS rot 
Diaminblausiiure. . . . sehr blafs violett blauviolett 
Echtviolettsiure . | » > | tief violett 
ichtgelb (extra)-Séure . . . schon gelb gar nicht gefarbt 
\osindulin 2-g-Siiure. . . . tief rotorange 
Alkaliblausiiure . . . . . . fast gar nicht gefarbt: schon blau 


Privatmitteilung. 
3) Lehnes Firberzeitung, 1895/96, 5S. 396. 
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2. Farbsaure Natronsalze allein in wasseriger neu- 
traler Losung. 


| 

| Wolle | Seide 

| | | 
lichtorange gar nicht gefiirbt 
Diaminblau ..... . . . | fast garnicht gefarbt licht rotviolett 
Echtviolett » > schwach violett 
Rosindulin 2-g.... | fleischfarben blafs fleischfarben 
Indigocarmin . ..... . | gar nicht gefirbt | gar nicht gefirbt 
Alkaliblan . . .  sehrschwach tief blau 
Alkaliviolett. ..  » blaf violett tief_ blauviolett 
| mittel fuchsinrot | ganz blafi rosa 
Baumwollblau VI... . . fast gar nicht gefirbt) schén lichtblau 
Patentblau Vo... .... | licht blaugriin | gar nicht gefarbt 
Chinolingelb (wasserléslich) . | schén gelb | blasser gelb 


3. Farbbasen allein in wiisseriger LOsung. 


| Wolle Seide 


4, Salzsaure Farbbasen in | 
| 
a) Gegenwart von schwachem Anilinwasser. | 
| Wolle Seide : ( 
| 

Krystallviolett . violett tief violett 
Methylenblau | » griinblau > blau 
b) Gegenwart von schwachem Carbolwasser. 
| M 
| Wolle Seide A 


Krystallviolett ....... | unegal violett unegal violett 


| 
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5. Aufeinanderfolgende Farbungen. Das Fasern- 
material wurde zuniichst in der Liésung eines Farbstoffes an- 
gefiirbt, dann der Flotte entnommen, dieser der zweite Farbstoff 
zugesetzt und nun wieder das Fasernmaterial eingefiihrt und 
zum zweiten Male gefiirbt. 


Wolle | Seide 


| 
| | 
| 
Echtgelbséure, dann Krystall-. | 
ponceau. . . .. .. . . lebhaft gelborange rosa 
Krystallponceausiure. dann | | 
tiefrot ganz blafs gelblichrot 
Auramin G, dann Echtviolett- | 
gelbbraun | braungelb 


6. Doppelfarbungen in einem Bade. Die Farbstoffe 
wurden in wisseriger LoOsung in die Flotte getan und keine 
Riicksicht darauf genommen, ob Niederschlige entstanden oder 
nicht. Diese Proben wurden spiiter gespiilt, wie angegeben ge- 
seift und aviviert. 

a) Lose Fasern. 


| Wolle Seide 
| 

fuchsin S + Pikrinsiiure . . .. schén gelb | mittelrot 
Methylgriin Orange II-Siure. . . . | griinlich orange dunkelgriin 
Methylgriin ++ Fuchsin S Orange ll . » > | > 
Echtgelb extra Krystallponceausiiure scharlachrot rétlich 
srillantgriin Krystallponceauséure .| bordeauxrot | griinlichblau 
Alkaliblau + Krystallponceausiiure. . blaulichrot | blau 
Congoblau 2 B + Krystallponceausaure rot violett 


b) Gloriastoff. 


Wolle Seide’ 

Fuchsin S +- Pikrinséure . . | gelb | rot 
Methylgriin Pikrinsiure. » | blaugriin 
Auramin G-+ Kry 

sdiure . scharlachrot rotlichgelb 


| 
Methylgriin + Keystallponceat 


| 
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b) Gloriastoff (Fortsetzung). 


| Wolle | Seide 
Methylenblau —- Krystall- | | 
ponceaualure blaurot | blau 
| | 
Alkaliblau + Krystallponceat | 
siure... braunrot | prachtig blau 
Baumwollblau VI | | 
ponceausiiure . rotviolett 
| 
Diaminblau -- | | 
ponceausiure . rot | 
Krystallponceau Ee | 
Siiure. . « | tieforange | rot 
Fuchsin orange | fuchsinrot 
VI -} Echtgelb-- 
gelboliv | blau 
Safranin Eehtgelbsiiure . | orange tiefrosa 
Diaminblau -}- Echtgelbsiure | oliv | violett 
Echtgelb e -+- Krystall- | 
ponceausiiure . scharlach blaf¥ réthich 
Eehtgelb extra -+- Diaminblau- | 
Krystallponceau re 
Siiure . rotbraun griinoliv 
| 
Methylenblau | lichtge'bgriin blau 
Alkaliblau Fosin. . . . . | blafs rétlichviolett blauviolett 
Rhodamin g +- Chinolingelb | | 
(wasserlislich) ... . . |  lebhaft orange tiefrosa d 
Fuchsin +- Methylgriin . . . violettbordeaux al 
Khrlichs Triacid .... . blass graugriin | intensiv di 
Beizenwirkungen. 
til 
Wolle Seide 
‘da 
| | un 
Gloriastoff wurde in eine kalte Lésung von | | . 
| | 


Aluminiumsulfat eine Stunde lang einge- | | 

legt, bierauf griindlich mit destilliertem | k 

Wasser gewaschen und in Alizarin aus-_ 


gefiirbt . . matt rosa lebhaft rot Gi 
Gloriastoff wurde, wie vorstehend 1 Stunde | | die 
kalt, dann 1 Stunde bei 80° gebeizt, ge- | | Wi 
waschen, in Alizarin S ausgefirbt. . . | tiefrot | lebhaft rot 
Hiimalaun der Histologen, verdiinnt, kalt . | blaf violett  lebhaft violett a 
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Wie man aus den vorstehenden Tabellen entnehmen kann, 
sind Wolle und Seide recht wihlerisch gegeniiber gebotenen 
Farbstoffen, doch bestiétigen auch diese Versuche das_ bereits 
friiher bekannte Resultat, daf die Seide viel mehr saurer Natur 
ist als die Wolle, welche wieder mehr saure KoOrper anzieht 
und festhilt. 

Fiir das Anfiirben histologischer Priparate diirfte die Er- 
fahrung von Nutzen sein, daB sich viele freie Farbsiéuren ohne 
Krzeugung von Niederschliigen mit den salzsauren Salzen mancher 
basischer Farbstoffe mischen lassen. Hierdurch lassen sich viel 
lebhaftere Kontrastfiirbungen gewinnen und die einzelnen Be- 
standteile der Praparate diirften sich viel deutlicher differen- 
zieren lassen. Solche Farbsiiuren sind allerdings nicht im Handel 
erhiiltlich, doch diirfte es kaum Schwierigkeiten bieten, eine 
oder die andere der groben Farbenfabriken fiir die Herstellung 
dieser Farbsiiuren zu interessieren. 

Endlich kann ich noch mitteilen, dab ich auch versucht 
habe, Seide, Wolle gleichzeitig mit in Baumwollbeutelehen be- 
findlichem Fibrin, Casein, Elastin und Spongin in einem Bade 
mit mehreren Farbstoffen zu firben, wobei sich ergab, dab, 
auber Elastin und Spongin, welche schlecht angefiirbt erschienen, 
die anderen EKiweifkoOrper in sehr verschiedenen ToOnen angefiirbt 
waren — das Casein, das Fibrin und die Seide hatten stets 
dunklere, durch die basischen Farbstoffe bedingle Firbungen 
angenommen, wiihrend die Wolle stets in den lichteren Fiirbungen 
der sauren Farbstofle erschien. 

Ubrigens geben Wolle und Seide, nach manchen bisher 
iiblichen Fiarbemethoden histologischer Priiparate gefirbt, ge- 
‘adezu priachtige Resultate. Taucht man ein Strahnchen Seide 
und ein solches aus Wolle gleichzeitig in eine Mischung von 
5) Teilen konzentrierter, wiisseriger Pikrinséurelésung und 1 Teil 
konzentrierter, wiisseriger Losung von Séurefuchsin (Van- 
Gieson-Mischung) kalt wahrend 5 Minuten ein und wischt 
die Strihnchen hierauf griindlich mit Wasser, so erscheint die 
Wolle rein gelb, die Seide tieforangebraun gefiarbt. So wird ferner 
in gleicher Weise in einer Mischung der Krystallponceausaure 
mit Alkaliblau die Wolle schén rot, die Seide schén blau gefarbt. 
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Aus all den Untersuchungen kann man wieder nur einen 
Schlub ziehen: Die Firbung der animalischen Fasern kommt 
durch Salzbildung zwischen der Faser und dem Farbstoff zustande. 

Gelegentlich der vorstehend mitgeteilten Untersuchungen 
habe ich auch die verschiedenen Spaltungsprodukte der Kiweil}- 
korper auf ihr Verhalten gegen salpetrige Saéure gepriift, um in 
Erfahrung zu bringen, welche Gruppe in den Eiweibkérpern 
unter dem Einflu{ von salpetriger Siiure die grofbe Lichtempfind- 
lichkeit und das Gelbwerden dieser Substanzen bedingt. Hierbei 
zeigte es sich, dab es nur zwei Substanzen unter diesen Spal- 
tungsprodukten gibt, welche diese Erscheinung zeigen: Das 
Tyrosin und insbesondere das Tryptophan. Setzt man zu letzterer 
Substanz in wiisseriger Losung etwas Salzsiiture und dann wenig 
Natriumnitrit, so wird die Losung unter dem Einflusse des 
Lichtes rasch gelb und es setzt sich allmiihlich ein orangebrauner 
Niederschlag ab. Wird Tyrosin in gleicher Weise behandelt, 
so entsteht und zwar viel langsamer nur eine gelbe Losung. 

Diese Emptindlichkeit des Tryptophans gegen salpetrige 
Siiure fiihrte mich dazu, auch zu versuchen, ob nicht etwa eine 
mit salpetriger Siiture versehene Loésung von salzsaurem Trypto- 
phan beim Eingieben in die sodaalkalischen L6sungen von Azo- 
farbstol{komponenten Firbungen erzeugt. In der Tat treten so 
recht lebhafte Farbungen z. B. mit R-Salz, G-Salz, Chromotrop- 
siiure usw. auf. Die Reaktion tritt so schnell und scharf ein 
wie bei der Bildung von Azofarbstoffen. Nun hat man auf Grund 
dieser Erscheinung bisher stets angenommen, dab die Eiweil)- 
korper freie primiire aromatische (also diazotierbare) Amido- 
gruppen enthalten; das Tryptophan enthilt keine soleche aroma- 
tische, sondern nur eine primiére aliphatische Amidogruppe. 
Es ist also diese Farbenerscheinung auf andere Ursachen zuriick- 
zufiihren und darf man wohl aus diesem Befund auch schlieben. 
dab die Eiweibkorper (Wolle) keine diazotierbare Amidogruppe 
enthalten. Infolgedessen diirften auch alle weiteren aus der 
Annahme einer solchen Amidogruppe in den Eiweibkorpern ge- 
zogenen Folgerungen auf einem Irrtum beruhen. Es mui end- 
lich noch bemerkt werden, da’ das Tyrosin nach dem Versetzen 
seiner salzsauren LOsung mit Natriumnitrit solche F arbenerschei- 
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nungen mit Azofarbstoffkomponenten nicht zu geben vermag, 
ebenso wenig das Phenylalanin. 

Auf die Gelbfarbung des Tryptophans durch salpetrige 
Saure im Lichte diirfte tibrigens auch die friiher geiibte Gelb- 
fiirbemethode, die Mandarinage, zurtickzufiihren sein. 

Zum Schlusse erfiille ich eine angenehme Pflicht, indem ich 
den Herren Hofrat Prof. Dr. E. Ludwig, Prof. Dr. J. Mauthner 
und Prof. Dr. M. Bamberger in Wien, Geheimrat Prof. Dr. 
P. Ehrlich und Dr. Beehold in Frankfurt a. M., Prof. Dr. 
Ritter v. Zeynek in Prag, Prof. Dr. E. Schulze in Ziirich 
und Prof. Dr. A. Windaus in Freiburg i. b. fiir die freund- 
liche Uberlassung vieler Priiparate den besten Dank ausspreche. 
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Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskeln. 
VI. Mitteilung. 
Uber die Identitat des Ignotins mit dem Carnosin. 


Von 


WI. Gulewitsch. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der Universitat Moskau.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. November 1906.) 


Im Jahre 1900 haben Amiradzibi und ich!) im Liebig- 
schen Fleischextrakt eine neue organische Base, Carnosin, von 
der Zusammensetzung C,H,,N,O, aufgefunden und einige ihrer 
Verbindungen beschrieben. Im Laufe seiner interessanten, im 
Jahre 1905 veroffentlichten Untersuchungen hat nun Kutscher?) 
aus dem Liebigschen Fleischextrakt eine Base, Ignotin ge- 
nannt, isoliert, welche dieselbe Zusammensetzung wie das Car- 
nosin hat und eine auffallende Ahnlichkeit mit diesem bis auf 
das Verhalten gegen ammoniakalische Silberlosung zeigt. Da 
aber die Vermutung nicht ausgeschlossen war, da die Fallbar- 
keit von Carnosin und von Ignotin mit einer ammoniakalischen 
Auflosung des Silbernitrats bei nicht genau denselben Bedingungen 
probiert worden war, so schien mir die Frage nach dem Vor- 
handensein von Ignotin als eines von Carnosin verschiedenen 
Korpers noch nicht gelost und eine genauere Vergleichung dieser 
zwei Basen wiinschenswert zu sein. Diese Vergleichung wurde 
fiir mich durch die Freundlichkeit des Herrn Prof. F. Kutscher 
ermoglicht, welcher mir etwa 1 g freies reines Ignotin zuge- 
sandt hat, wofiir ich ihm auch an dieser Stelle meinen ver- 
bindlichsten Dank ausspreche. Das zum Vergleichen ndétige 
Carnosin habe ich aus reinem Carnosinnitrat dargestellt, indem 
ich das Nitrat in Carnosinsilber tibergefiihrt habe, welch letzteres 
nach dem Zersetzen mit Schwefelwasserstoff die freie Base 
lieferte; die konzentrierte LOsung derselben wurde mit Alkohol 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXIII, S. 1902. -—— Diese 


Zeitschrift, Bd. XXX, S. 565. 


*) Zeitschrift. f. Unters. der Nahrungs- und Genufimittel, Bd. X, 
‘| 


S. 528. 
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ausgefallt, wobei ein schneeweibes krystallinisches Pulver von 
Carnosin erhalten wurde. 

Das Ignotin bildete ein fast farbloses, kaum gelblich ge- 
fiirbtes Pulver, welches bei 242—244° unter starker Zersetzung 
und Aufschiumen zu einer halbfliissigen, braunen Masse schmolz. 
Das Carnosin zeigte dieselbe Erscheinung bei 241—245°. Nach 
Kutschers Angaben zersetzt sich das Ignotin beim schnellen 
Erhitzen unter Aufschaumen bei 248°. Nach meinen Beobach- 
tungen besitzt das Carnosin resp. das Ignotin keinen konstanten 
Zersetzungspunkt, welcher, wie zu erwarten war, mit der 
Schnelligkeit des Erhitzens steigt; friiher haben Amiradzibi 
und ich!) den Zersetzungspunkt des Carnosins sogar bei 239° 
beobachtet. Sowohl das Ignotin, wie auch das Carnosin sind 
in Wasser leicht und in heiBem verdiinnten Alkohol merklich 
léslich. Die wisserige Auflosung zeigt eine starke alkalische 
Reaktion. Die 2,5°/oigen wiisserigen LOsungen der beiden Basen 
werden durch Platinchlorwasserstoffsiure nicht gefillt, mit Pikrin- 
siiure bilden dieselben bei der Tiipfelreaktion nur eine schwache 
Triibung, durch Goldchlorwasserstoffsiiure und durch Kalium- 
wismutjodid werden sie dagegen gefiillt. Nach Kutscher liefert 
das Ignotin mit Goldehlorid und Kaliumwismutjodid keine schwer- 
ldslichen Verbindungen; die Konzentration der Ignotinlésung ist 
vom Verfasser nicht angegeben: auch in meinen Versuchen 
lieferte ein kiiufliches Priparat von Kaliumwismutjodid keine 
Fallung mit Carnosin und Ignotin, wohl aber die nach Kraut?) 
bereitete LO6sung von Kaliumwismutjodid. 

Aus dem Ignotin habe ich das Nitrat dargestellt, dessen 
konzentrierte, heife wésserige LOsung nach dem Versetzen mit 
absolutem Alkohol bis zu einer konstanten Triibung hiibsche 
sternformige Drusen von kleinen Nadeln ausschied. Die Kry- 
stalle von Ignotinnitrat sahen vollstandig wie die von Carnosin- 
nitrat aus; unter dem Mikroskop zeigten die beiden Priiparate 
dieselben nadelformigen Krystalle mit der parallelen Ausléschungs- 
richtung, der Liinge nach positiv, seltener negativ. Das Ignotin- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 567. 
*) E. Schmidts Lehrbuch der pharmac. Chemie, Bd. I, 1901, 
S. 1368. 
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nitrat schmolz unter Zersetzung in einem auf etwa 190° vor- 
gewiirmten Bade und beim langsamen Steigen der Temperatur 
bei 212,5—213,5°: genau denselben Zersetzungspunkt zeigte 
das Carnosinnitrat:!) der Zersetzungspunkt einer Mischprobe 
lag bei 212,5°. Das zerriebene Ignotinnitrat wurde im Vakuum 
und dann bei 115° getrocknet und _ polarisiert. 


0.4250 g Substanz waren in Wasser geldst. Die Lésung, deren 


Gesamtgewicht 13,4111 war, hatte = 1,01038, a = -{- 0,750°, 


Aus diesen Werten wird unter der Reduktion der Wiigungen 
auf den luftleeren Raum berechnet: p = 3,166°/o; ¢ = 3,199°/o; 
= +- 23,49: [a] = 28,39 Fiir das Carnosinnitrat 


346 
habe ich gefunden: 
Die Lésung von 0.38575 g Substanz in Wasser wog 10,9414 ¢ und 
15 


zeigte : == 1,0120, = -+ 0,780°, == ++ 0,955°. 


Daraus wird unter der Reduktion der Wiigungen auf den 
luftleeren Raum berechnet: p = 3,267°/o: = 38,306°/o: 
[a] = -+ 23,6°; = + 28,9° 

Auch in dem Verhalten von Ignotin, Carnosin und ihren 
Nitraten gegen ammoniakalische Silberlésung ist kein Unter- 
schied zu bemerken: die beiden Basen resp. Nitrate werden 
in einer 2—3°/oigen wiisserigen LoOsung durch dieses, genau 
nach Kutschers Vorschrift (I. ¢., 5. 531) dargestellte Reagens 
nicht gefaillt und sogar der auf irgend eine andere Weise er- 
zeugte Niederschlag von Carnosin- resp. Ignotinsilber lOst sich 
in einem Uberschuf$ von ammoniakalischer Silberlisung leicht 
auf: versetzt man z. B. die Ignotin- resp. Carnosinnitratlésung 
mit Silbernitrat und fiigt zu der Mischung Barytwasser hinzu, 
so entsteht ein reichlicher Niederschlag, welcher sofort nach 


') Fiir ein anderes Praparat von Carnosinnitrat wurde von Ami- 
radZibi und mir (a. a. O.) der Zersetzungspunkt bei 211—212° legend 
angegeben. 

*) Dieser Wert wurde bei der Beleuchtung des Polarisationsapparates 
mit Hilfe der Siedentopfschen Quecksilberbogenlampe gefunden, welche 
bei der Benutzung von speziellem Lichtfilter ein intensives, griines, mono- 
chromatisches Licht von A liefert. 
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dem Zusatz einer geniigenden Menge von ammoniakalischer 
Silberlésung verschwindet. Mischt man aber die Lésung von 
Carnosin, Ignotin und ihren Nitraten mit einer hinreichenden 
Menge von Silbernitrat und fiigt dann die ammoniakalische 
Silberl6sung oder Ammoniak, so bekommt man einen reichlichen 
Niederschlag, welcher sich ebenfalls nach dem Zusatz eines 
Uberschusses von ammoniakalischer Silberl6sung oder Ammoniak 
auflést: die Bildung des Niederschlags bleibt aus, wenn die 
Menge des zugesetzten Silbernitrats ungeniigend war. Somit 
ist der scheinbare Unterschied in dem Verhalten von Carnosin 
und Ignotin gegen ammoniakalische Silberlésung wohl so zu 
erkléren, Kutscher in seinen Versuchen die lgnotinlOsung 
mit einem Uberschuf von Silbernitrat versetzte und dadurch 
nach dem Zusatz von Ammoniak oder ammoniakalischer Silber- 
ljsung einen Niederschlag von der Silberbase erzeugen konnte, 
wihrend Amiradzibi und ich das Ammoniak zu einer LOsung 
hinzufiigten, welche gerade keinen Uberschufi von Silbernitrat 
enthielt. 4) 

Die von mir ausgefiihrte vergleichende Untersuchung zeigt 
somit, da Ignotin und Carnosin zweifellos identisch sind und 
dah der Name von [gnotin fallen Zum Schlufs moéchte 
ich mich noch bei dem von Kutscher und Steudel?*) vor- 
geschlagenen Verfahren der Verarbeitung des Fleischextraktes 


') Genau dasselbe Verhalten gegen Silbernitrat und Ammoniak wie 
Carnosin zeigen Kreatinin, dessen Fiillbarkeit durch Silbernitrat) und 
Barylwasser resp. Ammoniak schon von Kutscher (a. a. O.) beobachtet 
war, und Kreatin, welch letzteres eine mehr gelatinése Fillung der Silber- 
verbindung liefert; der durch Silbernitrat und Barythydrat erzeugte Nieder- 
schlag von Kreatininsilber list sich in einem Uberschuf von Barythydrat 
leicht auf. Das Methylguanidinnitrat (aus Kreatin dargestellt) gibt in einer 
3°oigen Losung mit Silbernitrat und Barythydrat einen sehr voluminésen 
gallerligen Niederschlag; versetzt man aber die Methylguanidinnitrat- 
losung mit Silbernitrat und ammoniakalischer SilberlOsung, so bekommt 
man nur eine Triibung, welche sich erst beim Stehen zu einem unbe- 
deutenden Niederschlag sammelt. Kutscher (a. a. O.) hat ebenfalls 
beobachtet, daf§ das in der Lésung nach dem Ausfallen von Kreatinin- 
und Ignotinsilber gebliebene Methylguanidin mit der ammoniakalischen 
Silberldsung zusammengebracht nur eine schwache Triibung erkennen Jift. 

*) Zeitschrift f. Unters. d. Nahr.- u. Genufim., Bd. X, 8S. 528, 
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etwas verweilen. Die Verfasser benutzten die Ausfillung des 
Extraktes mit Tannin, um einige die Untersuchung sehr er- 
schwerenden Bestandteile desselben zu beseitigen. Da bekannt- 
lich Tannin eine groBbe Zahl von stickstoffhaltigen Verbindungen 
niederzufallen imstande ist, so schien es mir nicht iiberfliissig 
zu sein, das Verhalten von einigen Bestandteilen des Fleisch- 
extraktes in dieser Hinsicht zu priifen. Dabei erwies es sich, dat 
weder Carnosinnitrat noch Methylguanidinnitrat durch 20°/oige 
Tanninlosung direkt geffillt werden, nach dem vorsichtigen Zu- 
satz von einer ganz geringen Menge Kalilauge oder Dinatrium- 
phosphat entsteht aber ein machtiger Niederschlag. Freies Car- 
nosin, freies Methylguanidin und Kreatinin liefern mit Tannin 
reichliche, im UberschuB des Reaktivs lisliche Niederschliige, 
wihrend das Kreatin durch Tannin nicht gefillt wird. Da die 
Basen im Fleischextrakt wahrscheinlich als milchsaure und 
phosphorsaure Salze enthalten sind, so habe ich das Verhalten 
von entsprechenden Salzen des Carnosins und Methylguanidins 
gegen Tannin gepriift, wobei die ganz neutralen LOsungen dieser 
Salze (auBer dem milchsauren Methylguanidin) mit Tannin reich- 
liche Niederschliige gaben. Obwohl kein zwingender Beweis 
zu fiihren ist, da bei der Ausfallung des Fleischextraktes mil 
Tannin auch Carnosin usw. teilweise mitgefallt werden, so soll 
doch diese Méglichkeit nicht auber acht gelassen werden, so- 
lange es nicht an den Tag gelegt ist, daBh sich ein Teil der 
zu isolierenden Substanzen in dem mit Tannin erzeugten Nieder- 
schlage nicht befindet. Durch das teilweise Niederschlagen von 
Carnosin und Methylguanidin mit Tannin kann vielleicht der 
Umstand erklirt werden, daB Kutscher bei seinen Unter- 
suchungen hoéchstens 3 g Ignotin und 1,5 g Methylguanidin- 
nitrat (0,8 g Methylguanidin entsprechend) in 450 g Fleischextrakt 
gefunden hat, wihrend nach den mir von Dr. Krimberg mitge- 
teilten Resultaten seiner in hiesigem Laboratorium ausgefiihrten 
Arbeit der Carnosingehalt des Liebigschen Fleischextraktes 
17 g in D500 g Extrakt betriigt und ich?) aus derselben Menge 
Extrakt 1.9 g Methylguanidin isolieren konnte. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 475. 


Uber die Furol und Methylfurol liefernden Bestandteile 


der Lignocellulose. 
Von 
Konrad Fromherz. 


Mit einer Tafel. 


(Aus dem chemischen Universitatslaboratorium zu Freiburg i. Dr., Abteilung der 
philosophischen Fakultat.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16. November 1906.) 


Schon im Anfang des vorigen Jahrhunderts war bekannt, 
dafi die Membran vieler Pflanzenzellen im Laufe ihrer Entwick- 
lung tiefgreifende Umwandlungen durchmacht. Die fast reine 
Cellulose der jungen Zellwand wird allmiihlich in ammoniaka- 
lischer Kupferl6sung unléslich und zeigt die Veriinderungen in 
ihren physikalischen und chemischen Eigenschaften, die man 
unter dem Namen Verholzung zusammenfabt. 

Den Grund dieser Verinderungen erkannte zuerst Payen 
in der Bildung von sogenannten «inkrustierenden Substanzen», 
die spéter Lignin oder Ligninsiiuren genannt wurden. .Payen 
dachte sich diese Stoffe in die urspriingliche Cellulosemembran 
einfach eingelagert und erkliirte dadurch die veriinderten Eigen- 
schaften. Die spatere Forschung hat jedoch erwiesen, daf das 
Lignin mit der Cellulose chemisch verbunden sein muf. 

Die chemische Zusammensetzung der «inkrustierenden Sub- 
stanzen» oder des Lignins selbst war Gegenstand vielfacher 
Arbeiten und Erérterungen, ohne da viel Sicheres hitte fest- 
gestellt werden kénnen. ') 

Lange hat versucht, das Lignin durch Schmelzen mit Kali 
von der Cellulose zu trennen. Er hat hierbei neben anderen 
Produkten auch zwei Ligninsiiuren erhalten, deren zur weiteren 


') Ausfiihrliche Zusammenstellungen dieser alteren Arbeiten finden 
sich in den Abhandlungen von Lange, Czapek und Grafe. 

G. Lange, Zur Kenntnis des Lignins, Diese Zeitschrift, Bd. XIV, 
5. 15 (1890). 

F. Czapek, Die sogen. Ligninreaktion des Holzes, Ebenda, Bd. XXVII, 
S. 141 (1899). 

V. Grafe, Untersucbungen iiber die Holzsubstanz, Sitzungsberichte 
der k. k. Akademie der Wissenschaften in Wien, Math.-naturw. Klasse, 
Bd. CXHI, Abt. I, S. 253 (1904). 
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Untersuchung sehr wenig einladende Eigenschatten darauf hin- 
deuten, dab sie zu den Humusséuren in naher beziehung stehen. 

Nachdem man Reaktionen aufgefunden hatte, durch die 
sich die Verholzung der Zellen, d. h. also das Vorhandensein 
von Ligninsubstanzen leicht und sicher nachweisen lieB, hat es 
nicht an Bemiihungen gefehlt, die Ursache dieser sogenannten 
Ligninreaktionen zu ermitteln. Die gebrauchlichsten derselben 
bestehen bekanntlich in der Gelbfiirbung des Holzes mit Anilin- 
salzen oder in der WRotfirbung mit Phloroglucin und Salzsiiure. 

Als Triiger dieser Farbreaktionen wurde von Wiesner 
und seinen Schiilern das Vanillin angesehen, das auch als solches 
auf die verschiedenste Weise aus Holz erhalten worden war. 
Czapek, der sich ebenfalls mit dieser Frage beschiftigt hat, 
glaubte dagegen, in dem von ihm dargestellten Hadromal die 
chromogene Substanz des Holzes gefunden zu haben. Durch 
die eingehenden Untersuchungen von Grafe kann diese Frage 
jetzt wohl als endgiiltig erledigt angesehen werden; das Hadroma! 
ist hiernach nichts weiter als ein Gemisch von Vanillin, Brenz- 
katechin und Methylfurol, so dab das Vanillin tatsachlich die 
wesentliche Ursache der Ligninreaktionen ist. Wenn aber Grafe 
nun Vanillin und Methylfarol ftir die einzigen Ligninsubstanzen 
ansieht, so geht cr hierin ohne Zweifel viel zu weit. Die Ligno- 
cellulose besteht rund zur [éalfte aus Cellulose, zur Hilfte aus 
Lignin. Wiire dieses nun, wie Grafe annimmt, wirklich fast 
nur Vanillin, so ist nicht recht einzusehen, warum man_ bei 
der Verarbeitung von Holz immer nur so geringe Mengen davon 
erhélt: aus 50 kg Holzmehl erhielt Grafe nur 35—40 g eines 
Rohproduktes, das neben Vanillin noch erhebliche Mengen Brenz- 
katechin und Methylfurol enthielt. Die Ansicht Grafes, dal 
das Lignin nichts anderes als Vanillin sei, beruht auf der ganz 
unzuliissigen Voraussetzung, dab siimtliche Methoxylgruppen des 
Holzes in Form yon Vanillinresten vorhanden seien. Die Frage, 
was eigentlich Lignin ist, wird also auch durch die Grafeschen 


Untersuchungen nicht entschieden. 

Da es sich bis jetzt als unmdglich erwiesen hat, das 
Lignin fiir sich abzuscheiden, bleibt nur der indirekte Weg zur 
Krgriindung seiner Natur iibrig, indem man die Unterschiede 
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im Verhalten der verholzten und der nicht verholzten Cellulose 
untersucht. Dieser Weg ist bereits von Cross und Bevan mit 
sutem Erfolg beschritten worden. 

Sie studierten!) die Einwirkung von Chlor und von einer 
sroben Zahl anderer Reagenzien auf Jutefaser, die nach ihrer 
Ansicht die einfachste Lignocellulose ist, sowie auf Holz, und 
kamen so zu Ergebnissen, die sich besser mit den Mengen- 
verhiiltnissen von Lignin und Cellulose in’ Einklang bringen 
lassen. Diese Forscher unterscheiden zwei Hauptgruppen von 
mit der Cellulose verbundenen Stoffen: einerseits einen furol- 
liefernden Komplex, der wahrscheinlich seiner Struktur nach 
mit Oxycellulose und Pentosen in Beziehung steht, andererseits 
ringformige Gruppen, Keto-R-Hexenderivate, die beim Behandeln 
mit Chlor krystallisierende Verbindungen liefern, die den Chlo- 
rierungsprodukten des Pyrogallols, Mairogallol und Leukogallol, 
nahestehen. Mit diesen Hauptgruppen verbunden ist die Meth- 
oxylgruppe und andere weniger wichtige Seitenketten. 

Wohl zu unterscheiden von dem furolliefernden Komplex 
der Lignocellulose ist das von Thomsen?) entdeckte Holz- 
gummi, das spater als Xvlan%) erkannt wurde. Derartige Pen- 
tosane entstehen in dllerem Holz wahrscheinlich aus dem furol- 
liefernden Bestandteil der Lignocellulose. Wiihrend dieser selbst 
nicht zunimmt,*) wiichst die Menge des Holzgummis mit dem 
Alter des Holzes. 

Wenn dieses Pentosan auch zweifellos zu den Zellwand- 
bestandteilen des Holzes gehort, so steht es doch nur in sehr 
lockerer Bindung mit der eigentlichen Lignocellulose, da es 
schon durch verdiinnte Alkalilauge aus dem Holze herausgelést 
werden kann. 

Auf Veranlassung des Herrn Privatdozenten Dr. Meigen 
habe ich in Folgendem versucht, zur Kenntnis des chemischen 

') Cross u. Bevan, Cellulose, London 1903. 

*) Thomsen, Chem. Untersuchungen iiber die Zusammensetzung 
(des Holzes, Journal f. prakt. Chemie, Neue Folge, Bd. XIX, S. 146 ff. (1879). 

°) Koch, Holzgummi, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XX, Ref. 
>. 145 (1887). Tollens und Wheeler, Xylose und Holzgummi, Ber. d. 


Deutsch. chem. Ges., Bd. XXII, S. 1046 (1889). 
4) Thomsen, |. Cross und Bevan. 
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Verhaltens und der Zusammensetzung der Furol liefernden Gruppe 
der Lignocellulose, einen Beitrag zu liefern. 


Darstellung des Ausgangsmaterials. 


Als Ausgangsmaterial ftir meine Versuche benutzte ich 
Aspenholz (Populus tremula, Zitterpappel, Espe), das ich von 
der Papierfabrik Flinsch & Co, in Freiburg i. Br. bezog. Das Holz 
war zum Zweck der Papierfabrikation bereits geschliffen und 
dadurch auberordentlich fein zerkleinert, sonst aber in keiner 
Weise verindert. 

Das natirliche Holz enthilt neben dem eigentlichen Zell- 
wandbestandteil, der Lignocellulose, noch eine ganze Anzahl 
andere Stoffe, die vor der weiteren Untersuchung entfernt werden 
mublen. Der wichtigste und zumal bei Laubhélzern in grofter 
Menge vorkommende dieser Stoffe ist das Holzgummi, das zwar 
auch einen Bestandteil der Zellwand bildet, mit der Ligno- 
cellulose jedoch nur in sehr lockerer Bindung steht, die schon 
durch verdiinnte Natronlauge leicht gelOst wird. 

Die Reinigung des Rohmaterials fiihrte ich nach der Vor- 
schrift von Lange!) in folgender Weise aus: Der Holzschlitf, 
den ich zu einer Art lockeren Papiers zusammengeprebt erhiclt, 
wurde zuniichst in Wasser aufgeweicht und nochmals fein zer- 
rieben. Die Masse wurde etwa 36 Stunden mit Wasser stelien 
gelassen, dann in 5°/oige Salzsiiure gebracht und unter hiiuligem 
Umriihren wieder 1—1!/2 Tage stehen gelassen. Sodann wurde 
sie mit Wasser bis zum Verschwinden der Chlorreaktion aus- 
gewaschen, getrocknet und mit Alkohol und Ather ausgezogen. 
Darauf folgte eine Behandlung mit 5°/oigem Ammoniak und 
nach nochmaligem Auswaschen das zur Entfernung des Holz- 
gummis sehr wichtige Ausziehen mit Natronlauge, das be! 
der Darstellung im grofen in folgender Weise vorgenommen 
wurde: 

Die auf der Nutsche abgepreBte, feuchte Substanz wurde 
zerrieben und mit LO°/oiger Natronlauge tibergossen. Auf 1 Kilo 
des rohen Holzschliffs kam jeweils eine Lésung von 1500g Atz- 


‘. G. Lange, Zur Kenntnis des Lignins, Diese Zeitschrift, Bd. XI). 
x90, S. 15 
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natron in 151 Wasser. Die breiartige Masse wurde gut um- 
gerihrt und wenigstens 36 Stunden stehen gelassen. Zur volligen 
kntfernung der gelésten Stoffe und des besseren Filtrierens 
wegen ist es sehr zweckmiabig, moéglichst stark zu verdiinnen. 
Ich verdiinnte daher die Lauge auf das 5- bis 6-fache, lieB auf 
etwa ein Drittel bis ein Viertel absitzen, gol oder heberte ab 
und fiillte wieder auf das urspriingliche Volumen auf. Dieses 
Dekantierverfahren wurde 5 bis 6mal wiederholt. Das Ab- 
sitzen erfolgt vom zweiten Auffiillen an sehr rasch, und die so 
verdiinnte Lauge laBt sich auberst leicht und schnell fillrieren. 
Auf der Nutsche mit Wasser nachgewaschen und abgeprebt, 
kommt der Riickstand sofort in frische Natronlauge, wobei wie 
bei der ersten Behandlung verfahren wird. 

Dieses Ausziehen mit LO°/oiger Natronlauge wurde gewohn- 
lich sechsmal wiederholt. Beim sechsten Mal gab eine Probe 
der tiber dem Holzstoff stehenden Lauge, angesiiuert und mit 
dem doppelten Volumen Alkohol versetzt, erst nach liingerem 
Stehen eine Spur einer flockigen Fiillung. Kine besondere 
Menge, die zu Kontrollbestimmungen diente, wurde neunmal mit 
Natron ausgezogen. Ein Teil der fiir die Zuckerdarstellung ver- 
wendeten Lignocellulose endlich wurde nur dreimal mit Lauge 
behandelt; bei diesem Teil wurde auch das erste Ausziehen mit 
Salzsiiure, Alkohol und Ather weggelassen und sofort mit der 
Behandlung mit Ammoniak begonnen: sie soll deshalb als ab- 
gekiirzt gereinigte Substanz bezeichnet werden. 

Nach der letzten Behandlung mit Natronlauge wurde wie 
immer abgegossen, filtriert und abgeprebt, der Riickstand zer- 
rieben und 36 Stunden in 5°%/oiger Salzsiure stechen gelassen; 
dann wurde wieder auf der Nutsche filtriert und bis zum Ver- 
~chwinden der Chlorreaktion ausgewaschen. Um ganz sicher jede 
Spur von Séure zu entfernen, wurde schlieblich noch 24 Stunden 
init Wasser stehen gelassen, das jedoch stets neutrale Reaktion 
behielt. Endlich wurde nach dem Trocknen nochmals mit Alkohol 
und Ather ausgezogen. Nur bei der abgekiirzt gereinigten Sub- 
stanz wurde das Ausziehen mit Ather weggelassen. 

Die in dieser Weise gereinigte Substanz nenne ich im 
AnschluB an Lange «Lignocellulose >, wobei ich es einstweilen 
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dahingestellt sein lasse, ob sie sich noch vollstindig in ihrem 
urspriinglichen Zustand befindet, oder ob durch die lange Be- 
handlung mit Natronlauge bereits Veriinderungen eingetreten sind. 

Die Ausbeute betrug bei der abgekiirzten Reinigung etwa 
55°/o (von ungefiihr 2200 g Holzschliff 1200 g Lignocellulose): 
bei dem vollstindigen Verfahren war sie noch erheblich ge- 
ringer, da insbesondere bei dem hiiufigen AbgieBben grobe Ver- 
luste unvermeidlich sind. 

Der Aspenholzschliff ist urspriinglich fast rein weib und 
nimmt bei der ersten Behandlung mit Natron eine’ gelbliche 
Farbe an, die in allen folgenden Fliissigkeiten unverandert be- 
stehen bleibt. 

Die hygroskopische Feuchtigkeit der lufttrockenen, ge- 
reinigten Lignocellulose, die mehrfach bestimmt wurde, betrug: 
12,4 /o. 

Im AnschlufB daran sei auch das Ergebnis einer quauti- 
tativen Bestimmung der in Ammoniak und Natronlauge 
lichen Substanzen des Aspenholzes nach den Vorschriften von 
Thomsen!) angefiilrt: 

1. 8.300 ¢ ber 100° getrocknetes Holz hinterliehen nach dem Aus- 
ziehon mit Armmoniak einen Riickstand von 3,009 g. 

Il. 5.510 ¢ derselben Substanz hinterlieRen nach dem Ausziehen 
mit Ammoniak und Natronlauge einen Riickstand von 3,936 g (nach 
Abzug der Asche). Die Natronlauge wurde auf 500 ccm verdiinnt: 

a) 200 cem dieser Lésung gaben 0,380 g, 

150 » 0290 Holzgummi, beides nach Abzug der Asche 
Daraus berechnet sich: 

In Natronlauge und Ammoniak gelést (UI): 1,574 g  28,6°%o 

Ammoniak » (1): 0,291 > 8,8 %o 

» Natronlauge > 19.8° 
Davon ist Holzgummi: Nach Ifa: 17,2° 0 

> 17,6°%0  Mittel: 17,4° 

Demnach sonstige in Natronlauge geléste Stoffe: 2,4 °%/o 
: Diese Zahlen stimmen anniihernd mit den erhaltenen Aus- 
beuten iiberein, wenn man bedenkt, dai bei der quantitativen 
Bestimmung nach Thomsen nur einmal mit Natron ausgezoge!) 
wird, und da auberdem noch bei der Verarbeitung in groBeret 


Mengen erhebliche Verluste unvermeidlich sind. 


Thomsen, Journal f. prakt. Chemie, 1. c. 
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I. Bestimmungen von Furol und Methylfurol in der 
Pappellignocellulose. 


Die so verarbeitete Substanz wurde zuniichst auf Furol 
und Methylfurol gepriift und beide sodann quantitativ bestimmt. 

Der qualitative Nachweis des Methylfurols wurde nach 
der Methode von Tollens und Oshima erbracht:!) Das De- 
stillat, das die Substanz mit Salzsiture vom spezifischen Gewicht 
1,06 lieferte, wurde mit Phloroglucin geféllt, nach 10 Minuten 
filtriert und das Filtrat mit dem Spektroskop untersucht. Das 
Spektrum wurde vom Blaugriin an ausgeléscht. 

Die quantitative Bestimmung wurde zuniichst durch Fiillen 
mit Phlorogluein nach den Methoden von Kréber*) und Ellet 
und Tollens®) ausgefiihrt. Die Methode von Krober bezieht 
sich auf die Bestimmung von Furol und Pentosanen, die nicht 
mit Methylpentosanen vermischt sind: sie ist das Endergebnis 
langjibriger im Tollensschen Laboratorium ausgefitihrter Ver- 
suche, diese wichtige quantitative Bestimmung moglichst zu ver- 
vollkommnen. Die Fillung des Methylfurols in Form des schwer- 
l6slichen Phloroglucids, bet Abwesenheit von anderen Beimen- 
eungen, wurde zuerst von Votocek*4) angegeben. 

Auf Veranlassung von Tollens arbeitete dann Ellet diese 


') Tollens und Oshima, Qualitativer Nachweis des Methylfurols, 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXIV, S. 1425. (1901.) 

*) Die Krébersche Methode ist ausfithrlich beschrieben : 
Krober, Journal fiir Landwirtschaft, Bd. XLVIIT, 357 (1900). 

Ausziige finden sich in folgenden Arbeiten: 
Tollens, Zeitschrift f. angew. Chemie, Bd, 15, S. 477 und 508, (1902), 
Tollens, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, 5. 239 (1902). 

Hier sind auch die Kréberschen Tabellen zur Berechnung von 

Furol, Pentosen und FPentosanen nochmals ver6ffentlicht. 

v. Rudno Rudzinski, Diese Zeitschrift, Bd. XL, S. 332. 

3) Ellet, Quantitative Bestimmung von Pentosen und Methyl- 
pentosen, Dissertation, GOttingen 1904. 

Ellet und Tollens, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVIII, 
5. 492 (1905). 

*) Votocek, Bestimmung des Methylfurols durch Phloroglucin, 
Ber. d.. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXX, S. 1195. (1897.) 
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Methylfurolbestimmung nach dem Muster der Kréberschen Me- 
thode aus; er konnte auch die von Votoéek vergeblich ver- 
suchte quantitative Trennung der beiden Phloroglucide durch- 
fiihren. Ich verfuhr folgendermaBben: 

Etwa 5g bei 100° bis zur Gewichtskonstanz getrocknete 
Lignocellulose wurden mit 12°/oiger Salzséure destilliert. Hierzu 
wurde ein ihnlicher Apparat verwendet, wie ihn Rudzinski 
beschreibt. .Jedesmal, wenn 30 cem Destillat ibergegangen waren, 
wurde die gleiche Menge Siiure nachgefiillt. Die Destillation 
wurde fortgesetzt, bis das mit einem Tropfen Destillat befeuch- 
tete Anilinacetatpapier dauernd farblos blieb. Nicht immer war 
dies schon nach der Destillation von 400 ecm erreicht. Das 
Destillat wurde mit einer LOsung von Phloroglucin in Salzsiiure 
von spezifischem Gewicht 1,06 versetzt und 15—24 Stunden 
stehen gelassen. Anfangs achtete ich nicht auf die Dauer des 
Stehens vor dem Filtrieren und es standen deshalb einzelne 
der Versuche 36 Stunden bis 2 Tage. Dabei machte ich die 
Beobachtung, dai in solchen Fiillen erheblich weniger Methyl- 
furol gefunden wurde, was ich spiiter durch Versuche mit reineu 
Substanzen bestiitigen konnte. Es sind deshalb die berechneten 
Durchschnittswerte fiir Methylfurol sicher zu niedrig und die 
héchsten der gefundenen Werte kommen wohl der Wahrheit 
niichsten. 

Zum Filtrieren wurden Goochtiegel verwendet, die in der 
von KroOber vorgesehriebenen Weise vorbehandelt waren. Nach 
dem Filtrieren wurde das Filtrat abgemessen und der Nieder- 
schlag mit 150 cem Wasser ausgewaschen, wobei man sorg- 
fiiltig vermeidet, daB sich im Niederschlag Spriinge bilden. 

Nach 4—d)stiindigem Trocknen im Dampftrockenschrank 
wurden die Tiegel in Wiigegliischen im Exsikkator erkalten ge- 
lassen und gewogen., 

Das so erhaltene Gesamtphloroglucid wurde dann im Tiege! 
in der von Ellet beschriebenen Weise mit Alkohol ausgezogen, 
bis dieser farblos abflob, getrocknet und wieder in Wigeglaschen 
gewogen: der Gewichtsverlust ergibt das Methylfurolphloroglucid. 

Die Bestimmung der Pentosen und Pentosane ist nun in 
doppelter Weise rein empirisch. 
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Erstens ist allein durch sorgfiiltige Versuche festgestellt, 
wieviel Phloroglucidniederschlag bei gleicher Fliissigkeitsmenge 
und gleichem Uberschuf des Fiillungsmittels reines Furol. in 
verschiedenen Mengen liefert, denn die Menge des Niederschlags 
‘indert sich mit wechselndem Uberschu8 an Phloroglucin. 

Zweitens ist ebenso ermittelt, wieviel Furol oder Phloro- 
elucid bei genau eingehaltener Arbeitsweise bestimmte Mengen 
der reineu Pentosen und Pentosane liefern. 

Die Berechnung der Pentosen oder Methylpentosen nach 
den Tabellen von Krober und Ellet wird keinen wesentlichen 
Fehlern ausgesetzt sein, solange es sich um cinen verhiiltnis- 
miuBiy hohen Gehalt eines Stoffes an nachgewiesenem Pentosan 
handelt. Liegt jedoch ein Material wie hier vor, bei dem man 
gar nicht genau weib, aus was fiir Gruppen Furol und Methyl- 
furol entstchen, da die gewohnlichen Pentosane bereits entfernt 
sind, und da, wie Cross und Bevan nachgewiesen haben, auch 
die Cellulose des Hoizes, eine Oxycellulose, eine furolbildende 
Gruppe enthalt, dann tut man wohl gut, auf die Umrechnung 
auf Pentosane ganz zu verzichten, und nach dem Vorgang von 
Lnever!) und anderen nur die Prozente des gebildeten Furols 
und Methylfurols anzugeben. 

Beim Methylfarol st6Bt man jedoch dabei auf Schwierig- 
keiten. Ellet arbeitete nur mit Rhamnose, im tbrigen jedoch 
nach den Kroberschen Vorsehriften. Aus seinen Tabellen 
berechnet sich eine Loslichkeit des Methylfurol-Phloroglucids 
von 7—-7,9 Ing auf 400 com 12°/oige Salzsiiure, entsprechend 
02 mg beim Furolphioroglucid. Versucht man aus den Zahlen 
von Votocéek die Loslichkeit zu berechnen, dann kommt man 
wuf hohere Werte, offenbar weil dieser Autor das Phloroglucid 
inter anderen Verhiiitnissen abschied wie Kréber: er arbeitete 
mit groberen Mengen von Methylfurol, wendete einen gréberen 
Uberschuf an Phloroglucin und nur 200 Kliissigkeit an. Da 
ich insbesondere bei den unten zu besprechenden Versuchen 
vezwungen war, mit LOsungen zu arbeiten von einem Volumen 
bis zu 800 ccm, wurde zur Berechnung auf Methylfurol folgende 

') Unger, Pentosanbestimmungen, Dissertation, Miinchen 1904. — 
Jiger und Unger, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd, XXXV. S. 4440. 
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nach den Zahlen von Voto¢ek und Ellet am richtigsten ep- 
scheinende Formel benutzt: 


M = (Ph n-0,000018): 


dabei bedeutet Ph die nach dem Ausziehen mit Alkohol erhaltene 
Gewichtsabnahme, n die Zahl der Kubikzentimeter der Losuneg, 
M das gesuchte Methylfurol. 

Tabelle L. 


Sechsmal mit Natronlauge behandelte Substanz. 


| 
i, 


. 


Angew. Methyl- | Methy!- 
phloro- furol- Furol Summe 
Nr. Substanz lucid furol 
elucid | 
5, 8600 029-40 O,0B40 0,57 2,42 
2 49635 Q,2595 2,47 O39 2.86 
3 4.2283 0.2086 0,0388 217 0,56 2.73 
42185 0.0470 2,15 069 
Mittel: 2.29 0,50 | 2,79 


Tabelle II. 


Neunmal mit Natronlauge behandelte Lignocellulose. 


resaml- Methyl- 
Angew. resami Methvl- 
\r phioro- Furol Summe 
Ar. Substanz giyeid furol 
glucid 
0.2493 0.0540 2,12 0.61 2,73 
6 41970 0),2126 0.0311 2,33 0.46 2,79 
7 (),.2332 0.0310 2,35 0.42 2.77 
Mittel: 2,24 0,50 | 2,76 


Nach diesen Methoden wurden mit der sechsmal mit Natron- 
lauge ausgezogenen Lignocellulose die Bestimmungen von Furol 
und Methylfurol ausgefiihrt und berechnet. Die Ergebnisse sind 
in Tabelle | zusammengestellt. Zur Kontrolle wurden dieselben 
Analysen auch mit einer neunmal mit Natron ausgezogenet 
Substanz ausgefiihrt (Tabelle I). Ein Vergleich zeigt, dab die 
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Lignoeellulose nach sechsmaligem Ausziehen mit Lauge durch 
weitere Fortsetzung dieser Behandlung kaum mehr veriindert 
wird. Ferner wurden zum Vergleich einige Bestimmungen mit 
dem urspriinglichen, nur Alkohol und Ather ausgezogenen 
Holzschliff ausgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Bestimmungen 
enthilt Tabelle HI. 
Tabelle IL. 


Mit Alkohol und Ather ausgezogenes Holzmeht. 


Angew. Giesaint- Methyl- 

phloro- Furol summe 

Nr. | Substanz elucid phioro- furol 
elucid 

g g g 0 0 

1.8290 04510 00110 12,50 0,38 12,88 

0.9935 0),2447 0.0075 12,87 0,48 13,35 
Miltel : 12,68 0,43 13,12 


Diese Resultate bedurften noch einer weiteren Nachprii- 
fing: denn die Zuverliissigkeit der Phloroglucinmethode wurde 
von Unger!) insbesondere fiir derartige Stoffe, die nicht ver- 
liiltnismiéBig viel Pentosen enthalten, in Zweifel gezogen. Er 
analysierte die Niederschliige, die er aus Salzsiiuredestillaten ver- 
-chiedener reiner und roher Stoffe mit Phloroglucin erhielt, und 
land hierbei, dab sie eine verschiedene Zusammensetzung besaben. 

Diese Verschiedenheit des Niederschlags ist entweder be- 
dingt durch verschiedenen Gehalt der Losungen an Furol und 
Vhloroglucin,?) dann kann durch ein genaues Arbeiten nach 
den Kroberschen Vorschriften ein Fehler vermieden werden. 
In vielen Fiillen ist sie aber dadureh verursacht, dafi das De- 
stillat auBer Furol noch andere Stoffe enthiélt, die durch Phloro- 
elucin niedergeschlagen werden. Solche Stoffe liefern Hexosen, 
Cellulosen und insbesondere Starke. Wenn also ein zu unter- 
suchendes Material neben wenig echten Furol liefernden Be- 

‘) Unger und Unger und Jiger, |. c. 

2) Vergl. auch: Tollens und Goodwin, Die Zusammensetzung 
des Farolphloroglucids, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVI, 8. 315 
bis 319 (1904). 
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standteilen einen sehr grofben Prozentsatz derartiger Stoffe ent- 
hiilt, dann diirfte dies fiir die Phloroglucinmethode eine nici 
aufer acht zu lassende Fehlerquelle bedeuten, wiihrend der 
Fehler bei Substanzen, die vorwiegend aus Pentosan bestehen, 
klein ist. 

Cin diese Fehler zu vermeiden, fiihrte Unger die Furo!- 
bestimmung mit Barbitursiiure aus. Der Niederschlag, den diese 
Siture mit Furol bildet, ist ein sehr schwerlésliches Konden- 
sationsprodukt mit wenigstens ebenso giinstigen Eigenschaften 
fiir das Filtrieren, wie sie das Phloroglucid besitzt. Es bietet 
den Vorteil, dab es eine sehr bestiindige emheithehe chemische 
Verbindung ist, deren Zusammensetzune nicht von der 
des Uberschusses an Fiillungsmittel beeinfluBl wird, daB also 
wenigstens die Bestimmung von Furol nicht) mehr rein em- 
pirisch und zu sehr von einer genau vorgeschriebenen Arbeits- 
welse abhiingig ist. 

Fremde Substanzen werden von Barbitursiiure viel weniger 
nicdergeschlagen, diese Methode bet der Untersuchune 
von rohem Material immer niedrigere Zahlen liefert, als dic 
Phloroglucinmethode. 

Leider bleiben sic jedoch nicht ganz ohne Eintlub, sonderi 
insbesondere ein Zusatz von Stiirke zu reiner Pentose liefert, 
wie die Versuche von Unger zeigen, auch eine Vermehrung 
des Barbitursiiureniederschlags, wober dieser statt der gewolin- 
lichen hellgelben eine griinliche Farbe annimmt. 

Immerhin schien es zweckmibig, die Versuehe mit Phloro- 
glucin durch einige Versuche mit Barbitursiiure zu kontroliieren. 
Die Methode ist im wesentlichen bei den Versuchen mit Methyl- 
furolbarbitursiiure besehrieben.!) Die Berechnung auf Furo! 
geschah nach der Formel von Unger: 

04659 (B n- 0,0000122), 
wobei EF Furol, B den gewogenen Niederschlag, n die Kubik- 
zentimeter der Losung bedeuten. Zu bemerken ist, dab der 
Niederschlag immer rein gelb aussah, nur war die Farbe ent- 
sprechend dem Gehalt an Methylfurolbarbitursiure etwas ge- 
siittigter als die blafgelbe der reinen Furolbarbitursiure. 


') Siehe unten: Zur quantitativen Bestimmung des Methylfurols, 8.25. 
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Die folgende Zusammenstellung zeigt die nach dieser Me- 
thode erhaltenen Ergebnisse: 


Auf 


Gewogene Menge 


Angew. 
Substanz Losung berechnet 
siiure 
g com 
Neunmal mit Natron 10 6.2000 0.2445 530 1.90 
ausgezogene Substanz 11 4.3600 600 2.04 
Mittel: 1.97 
Il. Sechsmal mit Natron 
ausgezogene Substanz 
Ill. Nicht mit Natron aus- 
13 1.3525 0.3602 12 4 


gezogene Substanz 


Wie spiiter nachgewiesen werden wird, fallt auch Methyl- 
furol, wenn es nicht nur in Spuren vorhanden ist, mit Bar- 
hitursiiure aus. Die mit Barbitursiiure gefundenen Zahlen liefern 
also die Summe von Methylfurol und Furol. 

Mit Phloroglucin fand ich fiir diese Summe 2,78°/o 
Mit Barbitursiiure dagegen 1,92 °/o. 

Da die Barbitursiiurebestimmung bei reinen Substanzen 
mit der Phloroglucinmethode tibereinstimmende Zahlen liefert, 
kann dieser Unterschied nur auf der Anwesenheit von fremden 
Stoffen beruhen, die ebenfalls durch Phloroglucin niedergeschlagen 
werden: das mit Barbitursiiure erhaltene Resultat ist daher ohne 
/weifel das richtigere) Da aber auch hier die Verunreinigungen 
doch nicht ganz ohne Einflu8 bleiben, so sind die gefundenen 
Werte immer noch eher zu hoch als zu niedrig. 

Leider ist eine Trennung der Barbitursiiureverbindungen 
nicht gelungen. Wir sind also fiir die Bestimmung des Ver- 
hiiltnisses von Furol zu Methylfurol auf die Phloroglucinmethode 
angewiesen und werden wohl der Wahrheit am niichsten kommen, 
wenn wir bei Gegenwart derartiger Substanzen willkiirlich das 
durch die Phloroglucinmethode gewonnene Verhiiltnis von Furol 
Zi Methylfurol als richtig annehmen. 

Die Berechnung wurde folgendermafen ausgefiihrt: 


a 
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Summe der Furol- und Methylfurolbarbitursiure (Vey- 
such 11) == O1840 6-0,00122 6+ 0,0023 = 0,2051 

Bezeichnet man Furol mit x, Methylfurol mit 
hat man 1. nach der Phloroglucinmethode: 


y = 228: 90; 
2. nach der Barbitursiiuremethode: 
220 206 
| 
KX = 
daraus berechnet sich Furol = 0.0795 = 1,82°/o, Methy!- 
furol = 0,0173 = 0,40°o. 


Kbenso berechnet. sich: 
Versuch 10. Furol 1,638°/o,  Methylfurol 0,569). 
12. 1,64°%/o, » 0,36 

Ber Versuch 18 ist die Menge des Methylfurols wegen der 
geringen Menge der angewandlen Substanz so klein, dah an- 
genommen werden es vollstiindig in Losung gebliehen 
ist. Die angegebenen 12,4° 0 beziehen sich also wohl ganz 
auf Furol. 

Wir haben also im Mittel: 


Lignocellulose Holz 
Furol hy Furol thy 
furol furo! 
0 ly 0 0 0 0 
Phloroglucinmethode . . 2,28 0,50 12.68 O45 
Barbitursiuremethode . 1.75 0.37 12.4 


Aus der Tatsache, da die Furol liefernde Gruppe der Pappel- 
holzlignocellulose sich durch 10°/oige Natronlauge nicht mehr 
beeinflussen libl, geht hervor, dab sie in anderer Weise ge- 
bunden sein mul, als in den ebenfalls in der verholzten Zell- 
wand vorhandenen Pentosanen (Holzgummi): wahrscheinlich 
liegen der Furolbildung hier iihnliche Verhiiltnisse zugrunde, 
wie der von Cross und Bevan beobachteten aus Oxycellulose 
und aus der Lignocellulose der Jutefaser und verschiedener 
Stroharten., 


1’ Cross und Bevan, |. ¢. und Ber. d. Deutsch. chem. Ges.. 
Bd. XXIX, S. 1457. (1896.) 
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Das Vorkommen von Methylfurol liefernden Gruppen in 
Holzstoffen wurde bereits von Grafe!) nachgewiesen, der aus 
mit Alkohol und Ather ausgezogenem Nadelholzmehl, nach Spal- 
tung mit Wasser unter Druck, Methylfurol und Vanillin: rein 

darstellte. 
II. Verhalten der Furol und Methylfurol liefernden Bestandteile beim 

Erhitzen mit Wasser unter Druck. 

Nach dem Vorgang von Grafe wurde versucht. durch Er- 
hitzen der Lignocellulose mit Wasser unter Druck auf 180° 
besseren Einblick in die Natur dieser Furol und Methylfurol 
liefernden Gruppen zu erhalten. 


A. Vorversuche. 

Die nach der Vorsehrift von Lange gereinigte Lignocellu- 
lose wurde im Autoklaven in einem Porzellanecinsatz mit Wasser 
auf 180° erhitzt und eine Stunde auf dieser Temperatur er- 
halten. Beim Offnen des erkalteten Autoklaven strémte die Luft 
durch das Ventil hinein, es war also ein verminderter Druck 
im Apparat vorhanden. 

Das Reaktionsprodukt hatte einen eigenartigen, karamel- 
artigen Geruch, der jedoch durchaus nicht obstartig war, wie 
Girafe es fiir das seinige angibt. Die Holzsubstanz war mabig 
braun verfarbt und nach kurzem Stehen an der Luft nahm 
auch die abfiltrierte L6sung eine gelbbriiunliche Firbung an, 
die mit der Zeit immer dunkler wurde. 

Die wiisserige LOsung reduzierte Fehlingsche Losung ohne 
vorheriges Hydrolysieren mit Siaure beim Kochen und zwar 
stiirker, wenn die Masse tiber [80 oder 190° erhitzt war. 

Qualitativ lieben sich im Destillat dieser Losung immer 
Furol und Methylfurol nachweisen, und zwar sowohl bei der 
Destillation ohne, wie mit Zusatz von Salzsiiure. 

Die Intensitiit Ger Reaktionen war jedoch verschieden. 
Zur Priifung auf Furol diente Phloroglucin und Anilinacetat: 
Methylfurol wurde spektroskopisch nachgewiesen. 


1, Sitzungsberichte der Wiener Akademie, Mathematisch-natur- 
wissenschaftliche Abteilung, Bd. CXHI, 8. 253 (1904). 
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B. Quantitative Bestimmungen. 

(im einen genaueren EKinblick in das Verhalten der Furo! 
und Methylfurol liefernden Gruppen beim Erhitzen der Ligno- 
cellulose mit Wasser unter Druck zu gewinnen, wurde eine 
Reihe von quantitativen Verstichen ausgefiihrt. Hierbei wurde 
folgendermaben verfahren. 

Kine gewogene Menge der bei 100° bis zur Gewichts- 
konstanz getrockneten, sechsmal mit Natronlauge behandelten 
Lignocellulose wurde mit Wasser in den Porzellaneinsatz ge- 
bracht und dieser mit einem Uhrglas bedeckt in den Autoklaven 
gesetzt: auberhalb des Einsatzes wurde ebenfalls eine geringe 
Menge Wasser in den Autoklaven gegossen, dieser dann ver- 
schraubt und auf die gewiinschte Temperatur erhitzt. 

Nach dem Erhitzen wurde das Reaktionsprodukt abfiltriert 
und mit nicht zu viel Wasser méglichst griindlich ausgewaschen. 
Auch das Wasser, das sich auberhalb des Einsatzes befand, 
wurde herausgespiilt und filtriert. 

In diesen mit dem Waschwasser vereinigten Filtraten 
wurde zuniichst das freie Furol und Methylfurol bestimmt. Zu 
diesem Zweck wurden von der Fliissigkeit ohne Siiurezu- 
satz etwa 2/5 —%4 abdestilliert: und zwar wurde das Wasser, 
das auferhalb des Einsatzes sich befand, zusammen mit dem 
betreffenden Spiilwasser getrennt abdestilliert. Beim Ausspiilen 
und Nachwasehen mub man die Anwendung zu grober Fliissig- 
keitsmengen vermeiden, da sonst die durch die Loslichkeit der 
Phloroglucide bedingten Fehler gréber werden, als durch ct- 
waige geringe Verluste. 

Die vereinigten Destillate wurden durch Zusatz von kon- 
zentrierter Siiure auf einen Gehalt von 12°/o Salzsiiure gebracht 
und ihr Gehalt an Furol und Methylfurol durch Fallen mit 
Phloroglicin bestimmt. 

Der im Destillierkolben verbliebene Rest konnte noch ge- 
lOste Furol liefernde Stolfe enthalten. Da diese jedenfalls nicht 
fliichtig sind, wurde bei ihrer Bestimmung der auberhalb des 
Kinsatzes befindliche Teil der L6sung nicht mehr beriicksichtigt. 

Der Destillationsriickstand wurde im Kolben durch Zusatz 
von konzentrierter Siiure auf einen Gehalt von 12°,o Salzsiiure 
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vebracht, darauf in eine neue Vorlage destilliert und nach den 
Vorschriften von Kréber und Ellet) Furol und Methylfurol 
bestimmt. 

Endlich wurde der sorgfiltig ausgewaschene im Auto- 
klaven ungelost gebliebene Riickstand mit 12°/o1ger Salzsiiure 
in einen Kolben gespiilt und auch in diesem Teil die Furol- 
hestimmungen ausvefiihrt. 

Die Ergebnisse dieser Versuche mit der Lignocellulose 
sind in Tabelle TV und in den dazugehérigen Kurven zusammen- 
gestellt. Jeder Versuch besteht aus drei Furolbestimmungen, 

erstens einer Bestimmung des freien Furols und Methyl- 
furols, das beim Erhitzen im Autoklaven gebildet) wurde, 

zweitens des Farols und Methylfurols aus den im Auto- 
klaven in Losung gegangenen Furol liefernden Stoffen, und 

drittens, des Furols und Methylfurols aus dem ungelésten 
Riickstand, 

In der Tabelle IV sollen die Zahlen | bis 1V in der vierten 
Spalte direkt auf die entsprechenden Kurven verweisen. In diesen 
letzteren hitte eigentlich als Abszisse die Stiirke der Erhitzung 
eingelragen werden miuissen, die nicht allein von der Temperatur, 
sondern auch von der Dauer abhéngig ist. Da jedoch immer 
rasch auf die gewiinschte Temperatur erhitzl und darauf die 
Hlammen entsprechend verkleinert wurden, nahm ich fiir die 
Versuche 1 bis 6 diese Dauer als gleich an. Versuch 7, bei 
dem sicher am stirksten erhitzt wurde, habe ich willkiirlich 
an das Ende der Kurven eingetragen. Die Kurven sind alle 
so gezeichnet, tibereinanderliegende Punkte aller Kurven 
durch denselben Versuch gewonnen sind. Bei Kurve IV ist der 
Mafstab fiir das gefundene Furol auf die Hiilfte verkleinert. 

Zu dem letzten Versuch sei noch folgendes bemerkt: Das 
Destillat des Filtrates ohne Salzsiiure (1) fiirbte Anilinacetat- 
papier orange und gab mit Phloroglucin den fiir Methylfurol 
charakteristischen, erst ziegelroten, dann braunrot werdenden 
Niederschlag. Nach dem Filtrieren, Auswaschen und Trocknen 
war dieser ockergelb gefiirbt und léste sich sehr leicht mit 
ganz geringem Riickstand, den ich nicht mit Sicherheit als 
Furolphloroglucid bezeichnen méchte, in Alkohol auf. 
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abe 


Angewandte 
Nv. Substanz Art der Erhitzung 


Destillat des Filtrats oly 


7.6794 II. » > » 
Il. Im ungeldsten Rtickstand 
stillat des Filtrats 
Im Destillat des Filtrats chine 
2 D495 Il. » 
158 und 164° 
Il. Im ungelésten Riickstand 
IV. Zusammen . - 
I. Im Destillat des Filtvats 
6.5600 1495 I. 
70 une ‘ 
Hi. Im ungeldsten Riiekstand 
IV. Zusammen...... Zz 
l. Im Destillat des Fillfrats ol) 
6.9693 Il. 


Il. Im ungeldsten Riicekstand 


IV. Zusammen. . 


Im Destillat des Filtrats o 
Stunde zwischen 
D628 If. » > 
Ill. Im ungelésten Riickstand 


IV. Zusammen. . 


Jestillat des Filtrats 
I Stunde zwischen I. Im Destillat des Filtrats | 


20,4806 II. » > » mil 
205 und 210° 
Til. Im ungeldsten Riickstand 


IV. Zusammen..... 


I. Im Destillat des Filtrats ©: 


12 Stunden 
II. > >» » » 


auf 210 lil. Im ungelésten Riickstand 


~ 


IV. 
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Gesamt-  Methylfurol- Menge der 


roglucid phloroglucid Losung Furol Methylfurol 
g eem 
0.0078 300 0.09 
O.0105 GOO O15 
1630 0.0457 425 O.83 O36 
1.85 O.60) 
(418 0.0304 O12 O47 
0.0142 400 O21 
0.0362 425 0.63 O39 
0.0350 ROO (332 O40 
0.0522 400 OOS O52 
Berichtigung 
zur Arbeit 
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j\. 
Gesamt- Methvifurol- Menge der 
urol \ ‘thiyd fur 
phloroglucid Losung Methylfur 
cem 
11630 0.0497 $25 O36 
—— 
0.0304 42 0.47 
GOR 0.0142 40) O60 
iM) O.O350 SL) (132 
0.0270 OD; 0.30) 
O90 O45 O15 
(O28) 0.35 28 
ederschlag mit | hlorogiucin spur is u 
HW) O40 1) 
und Methylfurol nicht nachweisbar. 
0.0050 Ott {2 
71 0.0239 Spur 0.27 


ind Methylfuro! nicht nachweisbar 


. 
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Auf folgenden WKontrollversuch zu dieser Reihe. bei dem 
die Bestimmung des Furols und Methylfurols mit Barbitursiiure 
ausgefiihrt wurde. mochte ich weniger Wert legen, da mir doct 
hei dieser Methode die Trennung der beiden Aldehyde nicht 
gelang. Er labt sich deshalb schwer mit den iibrigen Bestim- 
mungen vergleichen, 

7.0894 ¢ ber 100° getrocknete Lignocellulose wurden im Autoklaven 
mit Wasser auf 165-173 erhitzt und in der beschriebenen Weise die 
dret Furolbestimmungen ausgefiihrt. nur statt mit Phloroglucin mit 
Barbitursiiure gefaillt wurde. 

I. Das Destillat des Filtrats mit Salzsiure (600 cem) gab trotz 
lingeren Stehens im Eisschrank keine Fiillung, war aber doch stark gelb 
veffirbt. (Bin entsprechendes Destillat von geringerem Volumen, bet einen 
Versuch mit mehr Substanz und bei gleicher Stiirke der Erhitzung gal 
den gelben Niederschiag der Barbitursaiureverbindungen: dieser Versuch 
war jedoch nicht quantitativ. Daf hier keine Fallung entstand, rithrt woh! 
von der Neigung der Methylfaurolbarbitursiiure, tibersittigte Losungen zu 
bilden, her. S. unten «Zur quantitativen Bestimmung des Methylfurols»,S. 243.) 

Das Destillat des Filtrats mit Salzsiiure (600 lielerte 
0965 ¢ Barbitursiureverbindungen, woraus sich, wenn man fiir das 
Verhaltmis von Furol zu Methylturol das vom Versuch 3 (Tabelle IV) als 
richtig annimmt (s. oben S. 221 und 222.) 

0.52% Furol und 0,18°/o Methylfurol berechnet. 

lil. Der ungeldste Riickstand lieferte 0.0708 g Barbiturséiurenieder- 
schlag bei 550 com Destillat; unter derselben Voraussetzung wie vorlier 
berechnet sich daraus: 

O30° Furol und 0.27" Methylfurol. 

Leicht zu deuten ist bet diesen Versuchen das Verhalten 
des Furols. Es geht verhiiltnismébig friih, schon bei niedriger 
Temperatur ein betriichtlicher Teil der Furol liefernden Stoffe. 
die ich der Kiirze halber als Pentosan bezeichnen will, in Losung, 
ohne dab sich viel freies Furol bildet) (Versuch 1). Bei weiterem 
Erhitzen zersetzen sich die gelésten Pentosane (Kurve ebenso 
wie die noch ungelésten Furol liefernden Gruppen (Kurve IIT) 
unter Bildung von freiem Furol (Kurve I). Bei langem Erhitzen 
zersetzt sich aber auch ein Teil des gebildeten Furols, infolge 
dessen nimmt die gesamte Ausbeute an demselben bestiindig 
ab (Kurve IV). Sehlieblich sind die Furol liefernden Stoffe. ge- 
liste, wie ungeldste, erschOpft und es ist nur noch freies Furo! 
iibrig, das bei geniigend Jangem Erhitzen wegen der allmiiblichen 
Zersetzung auch versechwindet (Versuch 7). 


a 
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Nicht ganz so einfach hegen die Verhiiltnisse beim Methyl- 
furol. Wenig Methylfurol liefernde Substanz geht bei etwas 
hOherer Temperatur in Lésung als das Pentosan und zersetzt 
sich mit’ diesem eleichzeitig (Kurve Il). Die Menge der Me- 
thylfurol Hefernden Gruppen des ungelésten Riickstands nimimt 
nicht sofort ab, sondern zunéehst zu und geht erst bei hohe- 
ren Pemperaturen zurtick (Kurve Hh. Das freie Methylfuro! 
(Kurve nimmt rasch zu, iiberschreitet: jedoch wegen seiner 
groferen Zersetzlichkeit (s. unten, Versuche mit’ Rhamnose) 
einen gewissen Hochstwert nicht. Trotzdem ist) selbst) nach 
12 Stunden lang fortgesetztem, starkem Erhitzen (Versuch 7) 
immer. noch freies Methylfurol mit Sicherheit nachzuweisen. 

Kutsprechend diesem Verhalten im einzelnen, steigt auch 
die gesamte Ausbeute an Methylfurol zuniichst an und nimint 
verhiltnismifbig langsam ab (Kurve IV). 

Um das Verhalten einer reinen Methylpentose unter den 
vleichen Bedingungen kennen zu lernen, wurden die folgenden 
zwel vergleichenden Bestimmungen mit Rhamnose ausgeliilirt: 

1. 0.6000 @ reine Rhamnose wurden eine Stunde lang mit Wasser 
im Autoklaven auf 180—185" erhitzt. Die klare Reaktionslosung ergah, 
in der beschriebenen Weise mit und ohne Siiurezusatz destilliert: 

a) Freies Methylfurol: OO887 g Phloroglucid, entsprechend 
Methylfurol oder 23.48%, Rhamnose (Tabelle von Ellet. 

Unzersetzte Methylpentose: 0,0187 g Phloroglucid, entsprechend 
6.78" Rhamnose. Insgesamt wurde also eine Menge Methylfurol er- 
halten, die 

30,26° 0 der angewandlen Rhanmimose entspricht. 


2. 0,5427 g 


> 


reine Rhamnose, zwei Stunden im Autoklaven auf 
erhitzt, ergaben: 

a) Freies Methylfurol: 0,0538 ¢ Phloroglucid, entsprechend 6.09" 
Methylfurol oder 17,27" Rhamnose. 

b) Unzersetzte Methylpentose: nur in Spuren nachweisbar. 

Wie man sieht, geht die Zersetzung der Methylpentose 
sehr schnell vor sich: nach einstiindigem Erhitzen auf 180 bis 
[85° sind nur noch elwa 7°/o unveriinderte Methylpentose vor- 
handen und nach zweistiindigem Erhitzen auf 185 —195 °® ist alles 
umgewandelt. Gileichzeitig zeigen die Versuche aber auch, dah 
sich das gebildete Methylfurol verhiiltnismifig schnell weiter 
zersetzt, was am besten die wieder auf Rhamnose zuriickbe- 


a 
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rechneten Zahlen zeigen: nach einstiindigem Erhitzen ist) 
noch ungefiihr ein Drittel und nach zweistiindigem Erhitzey 
nicht einmal mehr cin Fiinftel des Methylfurols zu gewinnen. 
das die Rhamnose bei direkter Destillation mit Salzsiiure ge- 
liefert: hitte. 

Ganz anders verhiilt sich die Lignocellulose, bei der wir 
nach einstiindigem Erhitzen auf 205—2 10° (Versuch 6, Tabelle lV 
immer noch dieselbe Gesamtausbeute an Methylfurol erhalte: 
haben, wie aus der urspriinglichen Substanz, 

Diese Erscheinung libt sich nur dadurch erkliren. dal; 
das Methylfurol zum Teil aus Stoffen entsteht, die beim Er- 
hitzen mit Wasser nicht wie Methylpentosen weniger. sondern 
mehr Methylfurol liefern. Insbesondere das lange Andauern 
der Methylfurolbildung (Versuch 7) auf Bestindigkeit und 
reichliches Vorhandensein der Muttersubstanz schlieBen. 

Ks war nun die Frage, ob das Furol und Methyifurol aus 
dem Lignin stamme oder aus der damit verbundenen Cellulose. 
Daoes bekanntlich nicht moglich ist, das Lignin fiir sich dav- 
zustellen, bestand die einzige Moglichkeit, diese Frage zu ent- 
scheiden, in einer Untersuchung des Verhaltens der aus der 
Lignocellulose dargestellten Cellulose unter den gleichen 
dingungen, 

Zur Gewinnung der Cellulose wurde die Lignocellulose 
mehrmals abwechselud mit Hofmeisterschem Reagens und 
mit verdinnter Ammoniaklésung behandelt, bis sie auch in der 
alkalischen Lésung rein weib blieb. Bei jedem Wechsel 
xtraktionsmittels wurde griindlich ausgewaschen.  Schhieblich 
wurde der Riickstand noch mit Alkohol nachgewaschen und 
getrocknet. 

Die so erhaltene Cellulose hatte einen Feuchtigkeitszehalt 
von 4,3°% o. Die angegebenen Zahlen beziehen sich jedoch alle 
auf ber 100° getrocknete Substanz. 

Tabelle V enthiilt die mit dieser Substanz angestellten Ver- 
suche, Sie zeigen, daf auch die Cellulose des Aspenholzes Methy!- 
furol liefert und sich beim Erhitzen mit Wasser im Autoklaven 
ithnlich verhiilt) wie die Lignocellulose. Man vergleiche Ver- 
such 4 in Tabelle V mit Nr. 6, Tabelle IV: Nr. 1 in Tabelle V 
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mit dem Gehalt der Lignocellulose an Furol und Methylfuro] 
(Seite 222). Auch geringe Mengen von Stoffen, die ber der De- 
stillation mit Salzsiiure Furol lefern, gehen, wie Versuch 2 
zeigt, bei niedrigen Temperaturen in die wiisserige Losung. 

Dab Nr. 3, Tabelle V sich nicht so gut in die ganze Ver- 
suchsreihe einordnet, riirt wohl von der Art des Erhitzens 
her. Bei den anderen Versuchen wurde immer rasch mit grofer 
aut die gewiinschte Temperatur erhitzt und dann dic 
sowelt verkleinert, die Temperatur bestehen blieh: 
bei diesem Versuch wurde jedoch, wie angegeben, schr langsam 
erhitzlt. bet dem raschen Erhitzen wird mégliehst viel von dem 
latsiichlich gebiideten Furol und Methvifurol gewonnen, wahrend 
bei liingerer Dauer diese zersetzlichen Korper mehr und 
verschwiiden, 

lmmerhin ist durch diese Versuche sicher nachgewiesen, 
dab eim Teil des Methylfurols, das die Lignocellulose lefert. 
wus der Cellulose stummet. Das ist nicht tiberraschend, nach- 
dem Fenton und Gostling!) aus Cellulose durch Behandeln 
mit trockenem Brom- und Chlorwasserstotl, in Chloroform ge- 
lost, Brom- und Chlormethylfurol erhalten haben. Auch die 
(creensche Celluloseformel?) kann das Verstiindnis meines Er- 
vebnisses erleichtern. Diese Formel stiitzt sich wesentlich au! 
die Befunde von Fenton und Gostling, sowie aul die Tatsache, 
dab es nicht modglich ist, mehr als drei Acetylgruppen in das 
Cellulosemolekiil einzufiihren. Sie wird der Kiirze wegen ve- 
wOhnlich wie Formel 1 angegeben, ist aber so zu verstehen, 


HOH-C@— CH HOH 
Noo 
/ 
CG —- CH— CH, 
(6) 


das Sauerstolfatom, das die Kohlenstoflatome und 6 ver- 
hindet, tatsiéehlich immer zwei solcher Gruppen vereinigt, so 


' Fenton und Gostling, Journ. of the chem. soc. of London, 
Bd. LXXV, S. 428 (1899) und Bd. LXNXIX, S. 362 und S. 808 (1901). 

2) Green, Zeitschrift fiir Fiirberei und Textilchemie. Referat: 
Chem. Centralbiatt (1904), Bd. I, 8S. 980. — Green, Journ. of the chem. 
soc, of London, Bd. LAXXNIX NC, S. (1906. 
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dah das Cellulosemolekiil aus einer ganzen Kette derartiger 
Komplexe bestehend zu denken ist, wie es in folgender Forme! 
angedeutet ist: 


PO 
2. HOH-CG—- CH — C-HOH 
NO 
HOH- CG — CH — CH, 
(6)\. 
HOH - CG — CH — HOH 
So 
HOH - GC — CH — CH, 


Die natiirliche Holzcellulose ist eine Oxycellulose, und ist 
als solche durch das Vorhandensein von freien CO-Gruppen 
und dadurch ausgezeichnet, sie Furol liefert.1) Tollens 
konnte die oxydierte Gruppe abspalten und erhielt einerseits 
lsosaccharin, anderseits gewoOhnliche Cellulose.?) Die Oxy- 
cellulose unterscheidet sich also von der gewohnlichen Cellulose 
dadureh, dab ihre Kette von C,-Gruppen nicht nur aus gewohn- 
lichen Cellulosekomplexen besteht, sondern auch andere, oxy- 
dierte, enthalt. Diese konnte man sich nach Formel zu- 
sammengesetzt vorstellen, im Hinblick darauf, dab Kriiger?) 

(1) 


3. HOH-G — CH — HOH 4. © — CH —. CHO 
So Nou 
OH 
HOH - G — CH — CO Oe 
(6) HOH - GC — CH — COOH 


aus Glukuronsiiure (formel 4) reichliche Mengen Furol erhalten 
hat, wihrend aus Glukonséure kein Furol entstand. 

Es ist so erwiesen, dab durch einen Oxydationsprozeb in 
der Pflanzenzellwand im Cellulosemolekiil Furol liefernde Gruppen 
entstehen. Ebenso kann auch durch, vielleicht gleichzeitige, 
Reduktionsprozesse eine Methylfurol liefernde Gruppe entstehen. 
Zum Beispiel: 


‘) Cross und Bevan, I. ¢. 

2) Tollens und Faber, Untersuchungen iiber Oxycellulose, Be- 
richte d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXII, S. 2589, 1899. 

8) Kriiger, Dissertation Rostock 1895. 
16 
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(6) (6) 
R — CH, R— CH, 
SO 
R — CHOH R — COOH 
(1) (1) 


wobei (1) und (6) jeweils die entsprechenden Kohlenstoffatome 
von verschiedenen Cellulosegruppen (Formel 2) sind. So wiirde 
entstehen konnen: 
SO 
5. HOH-C— CH — C- HOH 


So 


CH — CH, 

eine Gruppe, aus der man durch Wasserabspaltung, ebenso wie 
aus einer Methylpentose, leicht Methylfurol erhalten miibte. 
gerade wie aus einer Verbindung von der Formel 3 durch Ab- 
spallung von Wasser und Kohlensiiure Furol entsteht. Dabei 
braucht ja diese innere Oxydation und Reduktion nicht gerade in 
der angegebenen Weise zwischen zwei benachbarten Komplexen 
vor sich zu gehen, so dab nicht nolwendig freie Carboxylgruppen 
zu entstehen brauchten. 

Ks wire nicht undenkbar, eine derartige Reaklion be: 
der Kinwirkung von Wasser unter Druck und hoher ‘Temperatur 
auf die gewohnliche Cellulosegruppe vor sich ginge. Es wurden 
deshalb einige qualitative Versuche mit Filtrierpapier- und Bauni- 
wollcellulose angestellt. Etwa 30 g Cellulose wurden mit Wasser 
im Autoklaven auf 190—200° erhitzt. Das Filtrat des Reak- 
tionsproduktes gab bei der Destillation ohne Salzsiiurezusatz 
kein oder nur Spuren von Methylfurol. 

Ks ist demnach hochstwahrscheinlich, das Methyl- 
furol der Lignocellulose, soweit es aus der Cellulose stammt, aus 
einer besonderen, vorgebildeten, reduzierten Gruppe entsteht, 
ebenso wie bereits bekannt ist, daB das von einer Cellulose ge- 
lieferte Furol aus oxydierten Gruppen hervorgeht. 

Nach den quantitativen Bestimmungen stammt jedoch nur 
ein Teil der Furolkorper aus der Cellulose, ein Teil entsteht 
sicher aus dem Lignin. Dies gilt namentlich fiir den grébten 
Teil der bei verhiltnismibig medrigen Temperaturen in Lésung 
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cehenden Furol und Methylfurol liefernden Stotfe. Eine Unter- 
suchung dieser Stoffe bezweckten die folgenden Versuche. 


¢. Untersuchung der aus Lignocellulose beim Erhitzen 
mit Wasser auf 150° entstehenden léslichen Stoffe. 


Ktwa 1 kg der vollstiindig nach der Langeschen Vor- 
schrift. gereinigten Lignocellulose wurde in drei Teilen in einem 
eroBeren Autoklaven mit je 51 Wasser auf 150° erhitzt und 
eine Stunde auf einer Temperatur zwischen 148 und 155° er- 
halten. 

Das Filtrat des Reaktionsprodukts war schwach gelb ge- 
fiirbt, fairbte sich jedoch bei liingerem Stehen immer tiefer braun. 
Nach dem Aufkochen mit Siiure und Neutralisieren reduzierte 
es Fehlingsche Losung erheblich, wiihrend die urspriingliche 
Losung kaum reduzierend wirkte. 

Wurde eine Probe des Riickstands nochmals in derselben 
Weise auf 150° erhitat, so reduzierte das so gewonnene Filtrat 
nach dem Kochen mit Sauren Fehlingsche Losung nur spuren- 
weise. Wurde jedoch beim zweiten Erhitzen die Temperatur 
auf 170° und dariiber gesteigert, so wirkten die entstandenen 
Losungen ziemlich stark reduzierend, ein Zeichen, dab die Re- 
aktion bei 150° nach einer Stunde nahezu beendet ist, dab 


jedoch bei hoheren Temperaturen weitere Stoffe in LOosung gehen. 


Meine Untersuchungen erstrecken sich nur auf die beim Er- 
hitzen auf 150° in Losung gehenden Stoffe. 

Die so gewonnene Losung wurde im Vakuum auf 2 | ein- 
geengt, mit 80g konzentrierter Schwefelsiiure versetat, 12 Stunden 
auf dem Wasserbad erwiirmt und sehlieblich noch 1—2 Stunden 
am Ruckflubkiihler gekocht. 

Nach dem Erkalten wurde sie mit kohlensaurem Kalk 
neutralisiert, der Niederschlag abfiltriert und mit warmem Wasser 
ausgewaschen. Die jetzt tief dunkelbraune Losung wurde wieder 
im Vakuum zum Sirup eingeengt, was durch aubergewohnlich 
starkes Sechiiumen sehr erschwert wurde. Der Sirup wurde 
init Alkohol ausgewaschen, wobei auBer Gips noch geringe 
Mengen von in Wasser leicht léslichem, dunkel gefirbten (nicht 
vollstindig hydrolysierten) Stoffen zuriickblieben. 

16* 
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Die alkoholische Loésung wurde mit Tierkohle gekocht, {il- 
triert, zum Sirup eingedampft und dieser 2 Tage im Vakuum- 
exsikkator tiber Schwefelsiure stehen gelassen. Seine Menge 
betrug nach dieser Zeit 22 g. 


I. Untersuchung auf Pentosen. 


Eine mehrmalige Priifung auf Xylose nach Bertrand,!, 
wozu jedesmal 4 Tropfen Sirup verwandt wurden, hatte stets 
ein negatives Ergebnis, wiihrend bei einem Kontrollversuch mit 
einem aus dem Holzgummi des Pappelholzes dargestellten Zucker- 
sirup leicht die charakteristischen wetzsteinformigen Krystalle 
des Bromeadmiumxylonats erhalten werden konnten.?) Auch 
nach der von Tollens und Widtsoe%) verbesserten Methode 
konnte aus einer Probe des Sirups kein Bromcadmiumxylonat 
erhalten werden. 

Kin anderer Teil wurde nach Ruff und Ollendorf*) mit 
Benzylphenylhydrazin auf Arabinose gepriift. 20 Tropfen Sirup 
wurden in 2 com 70°/oigem Alkohol gelést und dazu eine 
sung von 20 Tropfen Benzylphenylhydrazin in 1 cem absolutem 
Alkohol gegeben. Die Mischung wurde gut durchgeschiittel! 
und dann stehen gelassen. Am niichsten Tag hatten sich weibe 
Krystailnadeln abgeschieden, die sich bei liingerem Stehen noch 
vermehrten. Nach dem Umkrystallisieren schmolzen_ sie bei 
110°, bei weiterem Umkrystallisieren blieb der Schmelzpunkt 
unveriindert. Die ausgeschiedenen Krystalle waren also sicher 
kein Arabinosebenzylphenylhydrazon (F. 173); sie unterschieden 
sich davon auch schon iiuberlich dadurch, dab sie nicht zu den 
kugeligen Drusen vereinigt waren, die fiir dieses Hydrazon so 
charakteristisch sind. 

') Bertrand, Bull. de la Société chim. de Paris, Série II, Bd. V, 
S. 5d6. (189T1.) 

*) Bisweilen wurden zwar Krystalle erhalten, diese waren aber 
von ganz anderer Gestalt als die gesuchten. 

8) Tollens und Widtsoe, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXIII, 


S. 132 (S. 186 Anm.). (1900.) 
*) Ruff und Ollendorf, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXII, 


S. 3234. (1899.) 
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Diese Krystalle waren, wie eine Verbrennung zeigte, iiber- 
haupt kein Hydrazon: 

I, 0.1559 g Substanz: 04853 g CO, und 0,0913 g H,O. 

0,1047 » >» : 03238 > » » 00669 > ». 

Berechnet fiir Diphenyl-dibenzylhydrazin, C,,H,,N,: 
85,4 Cound 6,64 H. 
Gefunden: I. 84,87°/o  » ». 
84,340 > » 6,58%o ». 

Es handelte sich also offenbar um ein Zersetzungsprodukt 
des Benzylphenylhydrazins; ich konnte jedoch in der Literatur 
keine derartige Verbindung finden, auf die Schmelzpunkt und 
Zusammensetzung paften. Eine weitere Untersuchung dieses 
Kérpers lag nicht im Rahmen dieser Arbeit und wurde daher 
unterlassen, 

Obwohl also die beiden am hiiufigsten in der Natur vor- 
kommenden Pentosen nicht vorhanden waren, gab der Sirup 
trotzdem beim Destillieren mit Salzsiiure reichliche Mengen Furol: 

0.8294 Sirup gaben 0.3112 Gesamtphloroglucid und 0,0135 g 
Methylfurolphloroglucid; daraus berechnen sich nach den Kréberschen 
Tabellen: *) 

03040 == 36,79 Pentosen;: 
nach den Tabellen von Ellet:?) 
0.0327 g == 3,94" 0 Methylpentosen. 

Es ist deshalb sehr wahrscheinlich, dab diese bei 150° 
unter Druck in die wiisserige LOsung gehenden Stoffe, soweit sie 
Furol liefern, den von Cross und Bevan entdeckten Furoiden *) 
nahestehen. Es war mir jedoch nicht moglich, mit dem nicht 
mehr reichlichen Material eine diesbeziigliche Untersuchung durch- 
zufiihren, 


II. Untersuchung auf Mannose. 

Kin anderer Teil des Sirups gab mit Phenylhydrazin in 
der Kalte ein krystallisiertes gelbes Hydrazon. Dasselbe war in 
96°/oigem Alkohol so gut wie unléslich, blieb aber nach der 
Behandlung damit fast rein weil zuriick. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, 1902. 

*) Dissertation Géttingen 1904. 

*) Cross und Bevan, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXIX, 
S. 1457. (1896.) 
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In heibem 60°/oigen Alkohol léste sich die Substanz und 
krystallisierte daraus in weiben Blittchen, die nach nochmaligem 
Umkrystallisieren bei 194° schmolzen. Durch weiteres Um- 
krystailisieren stieg der Schmelzpunkt bis auf 198°, bei etwas 
raschem Erhitzen. Hiernach kann es sich wohl nur um Man- 
nosephenylhydrazon handeln, es ist somit das Vorhandensein 
von Mannose in dem Sirup nachgewiesen. Aus 16 g wurden 4 g 
Hydrazon erhalten: der Sirup enthielt also etwa 16°/o Mannose. 


IT]. Untersuchung auf Galaktose, Dextrose und Fruktose. 


Das Filtrat von dem Mannosehydrazon schied bei langerem 
Stehen einen Niederschlag aus, der die Eigenschaften eines un- 
reinen Galaktoseosazons besab. 

Beim Kochen einer Probe des Filtrats von diesem Nieder- 
schlag erhielt ich einen gelben Niederschlag, der mikroskopiscli 
deutlich die Formen von Phenylglukosazon erkennen lieb. 

ks wurde deshalb mit einem frischen Sirup, der aus der 
abgekiirzt gereinigten Lignocellulose in der beschriebenen Weise 
gewonnen war, die Oxydation nach der Vorschrift von Tollens 
mit Salpetersiiure vom spezifischen Gewicht 1,15 ausgefiihrt. 
Nach dem Eindampfen der salpetersauren Lésung auf ein Drittel 
ihres Volumens schied sich beim Stehen iiber Nacht eine weibe, 
krystallinische Masse aus, die abfiltriert, ausgewaschen und auf 
Ton abgeprebt wurde. Nach dem Trocknen schmolz sie bei 
215° unter Zersetzung und erwies sich somit als Schleimsaure. 
Der Sirup enthielt demnach Galaktose. 

Die weitere Priifung auf Zuckersiiure wurde ebenfalls nach 
der Tollensschen Vorschrift fortgesetzt. Es wurde zwar eine 
Krystallisation, ihnlich dem sauren zuckersauren Kalium er- 
halten; das Silbersalz war jedoch nicht mit dem der Zucker- 
siiure identisch. Dextrose konnte also nicht mit Sicherheit nach- 
gewlésen werden. 

Mit einer Probe des urspriinglichen Sirups wurde mit Hilfe 
der Seliwanoffschen Reaktion auf Fruktose gepriift. Ich erhielt 
jedoch immer nur Spuren einer Rotfiirbung, wéhrend durch 
Zusatz von sehr geringen Mengen von Invertzuckerlésung sofort 
die charakteristische feuerrote Farbreaktion auftrat. 


3 
+ 
¥ 
ae 


(ber die Furol usw. liefernden Bestandteile der Lignocellulose. 239 

Mannose und Galaktose fanden bereits Tollens und seine 
Schiiler in verschiedenen europiischen Ho6lzern') und in der 
sogenannten Sulfitablauge des Celluloseprozesses.?) In dieser 
Lauge fand neuerdings auch Krause’) Mannose, Galaktose 
und Fruktose, wiihrend er die Abwesenheit von Dextrose fest- 
stellen konnte. Aus meinem Befund geht nunmehr hervor, dab die 
Muttersubstanzen eines Teils der Mannose und Galaktose eine 
Zwischenstellung zwischen dem alkalil6slichen Holzgummi und 
der eigentlichen Cellulose einnehmen. 


Zusammenfassung. 


1. Ein Teil der Furol und Methylfurol liefernden Bestand- 
teile der Aspenholzlignocellulose laBt sich durch Erhitzen mit 
Wasser unter Druck auf 150° in Losung bringen. Wahrschein- 
lich handelt es sich hierbei um Verbindungen, die den von 
Cross und Bevan aus Stroh dargestellten sogenannten Furoiden 
nahestehen, doch bedarf dies noch einer niheren Priifung. 

I]. Gleichzeitig mit diesen Stoffen gehen in der Ligno- 
cellulose vorhandene Mannane und Galaktane in Lésung. Fruk- 
tose ist in der Losung héchstens in Spuren vorhanden. Dextrose 
konnte nicht mit Sicherheit nachgewiesen werden. 

Ill. Ein anderer Teil des Furols stammt aus der Cellulose 
des Holzes und wird, wie aus den Versuchen von Cross und 
Bevan hervorgeht, wohl gréBtenteils von oxydierten Gruppen 
geliefert. Aus dieser Cellulose stammt aber auch ein Teil des 
Methylfurols, wiihrend Filtrierpapiercellulose beim Erhitzen mit 
Wasser unter Druck héchstens geringe Spuren dieses Aldehyds 
liefert. Die Cellulose des Holzes enthilt demnach héchst wahr- 
scheinlich ebenso wie oxydierte Furol liefernde, so auch re- 
duzierte Methylfurol liefernde Gruppen. 

IV. Wihrend die Ausbeute an Furol durch Erhitzen der 
Lignocellulose wie der Cellulose, ebenso wie auch die Ausbeute 


') Tollens und Wheeler, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXII, 
1046 (Mannose). (1889%.) 
*) Weld, Lindsay und Tollens, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 


hd. XXII, S. 2990, (1890.) 
*) Krause, Sulfitablauge, Chem. Industrie, Jahrg. XXIX,5, 217. (1906. ) 
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an Methylfurol durch Erhitzen von Rhamnose mit Wasser unter 
Druck bestiindig abnimmt,nimmt die Gesamtausbeute an Methyl- 
furol beim Erhitzen der Lignocellulose und der Cellulose des 
Holzes bis zu einem gewissen Grade sogar zu. Dieses Ver- 
halten erinnert an die Beobachtung von Cross und Bevan, 
Oxycellulose die grobte Menge Furol liefert, wenn man sie 
mit kalter, starker, mit Salzsiure gesiittigter Schwefelsiiure vor- 
behandelt hat. Beide Erscheinungen haben vielleicht iihnliche 
Ursachen. 

Vor allem die quantitativen Versuche (S. 224 ff.) zeigen in 
gewisser Beziehung eine weitgehende Gleichartigkeit der Ligno- 
cellulose und der Holzcellulose. Man wird tiberhaupt vielleicht 
der Wahrheit am niichsten kommen, wenn man nicht mit Grafe 
das Vanillinals hauptsiachlichste Ligninsubstanz annimmt, sondern 
im AnschluB an Cross und Bevan sich den Ubergang zwischen 
Cellulosen, Oxycellulosen und Lignocellulosen weniger schar! 
denkt. Die urspriinglich gleichartigen Gruppen des Cellulose- 
molekiils machen im Laufe der Entwicklung der Pflanze einzeln, 
ohne thre Verbindung unter sich zu lésen, mehr oder minder 
tiefgreifende Veranderungen durch. So ist dann das, was wir 
als Lignocellulose bezeichnen, eine Kette von Gruppen, unter 
denen alle Stufen der Umwandlung vertreten sind, von den 
spiitesten, den Keto-R-Hexenderivaten und Stoffen wie Vanillin, 
ferner Gruppen, die zu Pentosanen und Methylpentosanen = in 
niichster Beziehung stehen, bis zu der urspriinglichen Cellulose- 
gruppe. Was wir dagegen als Holzcellulose erhalten, ist der 
Rest des Molekiiles nach ZerstOrung der wenigst bestandigen 


Gruppen. 
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Zur quantitativen Bestimmung des Methylfurols. 
Von 
Konrad Fromherz. 


(Aus dem chemischen Universitatslaboratorium zu Freiburg i. Br., Abteilung der 
philosophischen Fakultat.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. November 1906.) 


Die quantitative Bestimmung des Furols nach der Kréber- 
schen Methode ist, wie Unger!) gezeigt hat, bisweilen wesent- 
lichen Fehlerquellen ausgesetzt: insbesondere wenn das zu be- 
stimmende Furol von Stoffen geliefert wird, die neben wirklichen 
Pentosanen viele andere Bestandteile enthalten. solche 
Stoffe fiihrte Unger ein Verfahren zur Furolbestimmung mit 
Barbiturséure ein, das diese Fehler zum grofien Teil vermeidet 
oder doch sehr verringert. 

In vielen Fiillen, in denen gerade wegen der Méglichkeit 
solcher Fehler eine Kontrolle der Furolbestimmung durch die 
Barbitursiituremethode wiinschenswert erscheint, ist neben Furol 
auch Methylfurol vorhanden; es war deshalb wichtig zu wissen, 
ob auch das Kondensationsprodukt dieses Aldehyds mit Bar- 
bitursdure gleichzeitig mit dem des Furols niedergeschlagen 
wird. Diese Frage eingehend zu studieren, war der Zweck der 
folgenden Versuche. 


Darstellung und Reaktionen des verwendeten 
Methylfurols. 


Durch Destillation von Gummi arabicum mit 12°/oiger Salz- 
siure wurden nach dem Verfahren von Tollens und Bieler?) 
400 g Rohfurol gewonnen. Das so erhaltene O] wurde zuniichst 
im Vakuum viermal der fraktionierten Destillation unterworfen. 
Bei einem Druck von 12—15 mm gingen etwa 70°/o zwischen 
D4 und 55° und 10°/o zwischen 69—70° iiber. 

Diese hochstsiedende Fraktion gab mit Phloroglucin in 


‘') Unger, Pentosanbestimmmungen, Dissertation Miinchen 1904, - 
Jiger und Unger, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXV, S. 4440. 
*) Tollens und Bieler, Annalen d. Chemie, Bd. CCLVII, S. 116. 
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salzsaurer Losung einen ziegelroten, spiiter braunrot werdenden 
Niederschlag: mit Anilinacetat entstand eine gelbe Firbung. 
die jedoch nach ungefaéhr 10 Minuten in rot umgeschlagen war. 

Sie wurde deshalb nochmals unter gewohnlichem Druck 
fraktioniert und zu analytischen Zwecken nur eine Fraktion 
von ctwa 10g verwendet, die nach zweimaliger Destillation 
zwischen 181,5 und 182° (unkorr.), 185—185,5° (korr.) tiberging. 

Diese Fraktion firbte Anilinacetatpapier rein gelb; wenn 
man das Papier vor der Laboratoriumsluft geschiitzt zwischen 
zwei Uhrgiliisern im Exsikkator aufbewahrte, nahm es erst nach 
etwa Stunden einen orangerotlichen Ton an. 

0.2135 ¢ Substanz: 0,509 g CO, und 0,1062 g H,0. 
Berechnet fiir Furol, C,H,O,: © == 62,50; H == 4,16°%%o. 
Methylfurol, C,H,O,: C 65,45; H == 5,51°/o. 
Gefunden: C == 65,06; H = 5,52°/o. 

Dali der Kohlenstoffgehalt etwas zu niedrig gefunden wurde, 
riihrt wohl daher, dai das verwendete Methylfurol nicht  voll- 
kommen trocken war: das Ol wurde deshalb fiir die spiiteren 
Versuche nochmals tiber Chlorcalcium getrocknet. 


Methylfurolbarbitursaure 


Kine Losung von Methylfurol in 12°/oiger Saizsaure gibt 
mit Barbitursiiure einen gelben, pulvrigen Niederschlag, der 
sich mikroskopisch und teilweise auch schon makroskopisch 
als krystallinisch erweist; er besteht aus zu Biischeln vereinigten 
Niidelechen und Bliittchen. Die Farbe ist ein gesiittigteres Gelb 
als das der Furolbarbitursiiure. 

Methylfurolbarbitursiiure ist schwer l6slich in Wasser, 
kaltem Alkohol, Ather und Aceton, in der Hitze lést sie sich 
etwas leichter. Aus viel heiBem Alkohol konnte sie umkry- 
stallisiert werden. Ihr Zersetzungspunkt liegt unscharf oberhalb 
260°; Unter geeigneten Bedingungen sublimiert sie: als Saure 
lst sie sich in Alkalien zu farblosen Lésungen, durch Mineral- 
siuren wird sie aus diesen L6sungen wieder ausgefallt. 

0.2034 Substanz: 22,3 cem N (155° und 748.3 mm). 
0.1428 > >»  : 02895 g CO, und 0.0561 H,0. 


Berechnet fiir C,,H,O,N,: C = 54,5490; H == 3,68°%/o; N == 12.76 %o. 
Gefunden: == 55,25%o; H == 4,34°/o; N = 12,62 %o. 
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Bestimmung von Methylfurol durch Fiillung mit 
Barbitursiiure. 

Eine abgewogene Menge frisch destilliertes Methylfurol 
wurde in einem geeichten MeSkolben mit 12°/oiger Salzséure 
auf ein bestimmtes Volumen verdiinnt. Diese L6sung mubBte fiir 
jeden Versuch frisch hergestellt werden, denn wenn sie iiber 
Nacht gestanden hatte, zeigte sie eine geringe Triibung und 
konnte nicht mehr zu analytischen Zwecken verwendet werden. 

Von dieser LOsung wurden geeignete Mengen mit einer 
Biirette abgemessen, in Bechergliisern mit 12°/oiger Salzsiiure 
spez. Gew. 1,06) verdiinnt, mit Barbitursiiurel6sung versetat 
und auf 400 ccm aufgefiillt. 

Die Barbiturséiurel6sung wurde durch Auflésen der kiiuf- 
lichen Séure in heiber 12°/oiger Salzsiiure im Verhiiltnis 2: 100 
hergestellt. Diese LOsung scheidet, wie auch Unger beobachtete, 
beim Erkalten Verunreinigungen aus; sie wurde deshalb vor 
der Verwendung immer gut gekithlt und filtriert. Entsprechend 
der Vorschrift von Unger wurde zur Fiillung etwa das sechs- 
fache Gewicht des Methylfurols an Barbitursiiure zugefiigt. 

Bei geniigender Konzentration bildet sich der Niederschlag 
rasch; die Abscheidung wird durch Umriilren beschleunigt. 
Nur bei Konzentrationen, die die Loslichkeit der Methylfurol- 
barbitursiiure nicht erheblich iiberschritten, konnte wie bei Ver- 
such 1 auch durch eintiigiges Stehen im Eisschrank und Impfen 
mit einem Krystallchen von Methylfurolbarbitursiiure keine Aus- 
scheidung herbeigefiihrt werden. Bei etwas konzentrierterer 
Losung wurde jedoch bei gleichem Verfahren eine Krystalli- 
sation erzielt (Versuch 2). 

Wenn das Methylfurol nicht in so geringer Menge vor- 
handen ist, was bei einer Bestimmung von reinem Methylpen- 
tosan wohl kaum der Fall sein diirfte, geniigt ein 386—40stiin- 
diges Stehen, wie die Versuche 4, 5, 9 und 10 beweisen, zur 
vollstiindigen Ausscheidung des Niederschlags. 

Zum Filtrieren wurden Goochtiegel benutzt, die in der- 
selben Weise vorbehandeit waren, wie es KroOber fiir die Be- 
stimmung von Furol mit Phloroglucin vorschreibt. Zum Aus- 
waschen wurden 200 ccm Wasser verwendet, der Tiegel so- 
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Fiillung des Methylfurols mit Barbitursiure. 
Me- | | Ange- | Zheorelisch | Gefundene | Menge 
= berechnete | lich- 
thy!- andtes Menge der keit | des 
Methvifurol- 
Nr. furol- Methyl-  Methylfurol- | in | Sio. 
harhitur- barbitur-  Schied | 100 
losung furol siure SUNS cem | hens 
g g g | g ccm Ing Std 
3 O,00919 0.01839 00184 400 | 4,6 
schlag ') 
2 i It] 0.01196 0.02392 0.01507) 380 2,43 Gi) 
| 
8 0,02392 0,04785 0,0402  0,0076 190 
1] 0.02785 0.05570 0.0477 400 2.) 
0.09890 0,0893 | 400 240] 36 
16 I 004950 0,09901 0.0887 400 | 257 5 
7 | 24 0.07426 O,14854 0.1370 0,0115 400 | 287] 
38d Hl 010465 (20930 0.2020. 0,0073 465 1,57 6s 
Y 35 O,10829 0.21660 0.2073 0.0093 400 J 2.32] 
O15470 0.30945 0.3006 0,0089 J 222 
20 O19776 0.39552 03852 OOL0E 400 2,60 
LOO 


Die Loéslichkeit der Methylfarolbarbitursiure 
12/oiger Salzsiiure: betriigt demnach (Mittel aus Versuch 2 
bis 11) 2,29 mg. 

Losung I: 2.4725 g Methylfurol mit 12 %/oiger Salzsiéiure auf 250 ccm 
verdiinnt; 1 cem der Lésung | enthélt 0,009888 g Methylfurol. 

Losung Il: 0,7735 g Methylfurol mit 12°oiger Salzsaéure auf 250 ccm 
verdiinnt; teem der Lésung IL enthalt 0,005094 g Methylfurol. 

Losung Ill: 0.7475 g Methylfurol mit 12°/oiger Salzséure auf 250 cem 
verdiinnt; eem der Lésung HI enthiilt 0,002990 Methylfurol. 


') Trotz eintiigigen Stehens im Eisschrank und Impfens kein Nieder- 


schlag. 


*) Liingere Zeit im Eisschrank gestanden und mit einem minimalen 
Kristaéllchen geimpft. 
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dann 5 Stunden im Dampftrockenschrank getrocknet, in Wiige- 
glischen im Exsikkator erkalten gelassen und so zur Wiigung 
gebracht, ganz nach der Kroberschen Vorschrift fiir die Wa- 
gung der Phloroglucinniederschlige. 

Die Barbitursiureverbindung des Methylfurols hat nicht 
immer dieselbe Beschaffenheit wie die des Furols. Letztere ist 
immer kOrnig, amorph, und Jébt sich sehr gut filtrieren. Die 
des Methylfurols ist bei langsamer Abscheidung sogar makrosko- 
pisch krystallinisch und filtriert dann ebenfalls gut; bei gréBeren 
Mengen kommt es jedoch oft vor, daB die selir fein krystallini- 
schen Massen das Filter verstopfen und dadurch das Auswaschen 
sehr verzogern. Bei der immerhin erheblichen Loslichkeit des 
Niederschlags in Wasser diirfte dies eine merkliche Fehlerquelle 
bedeuten. Die Loslichkeit der Methylfurolbarbitursiiure berech- 
net sich im Mittel auf 2,29 mg in 100 cem 12° oiger Salzsaiure. 
Dabei wurde Versuch 1 nicht mit in Rechnung gezogen und 
auch keine Riicksicht darauf genommen, dab sich etwas Nieder- 
schlag im Waschwasser lost. 

Die Berechnung der Analyse ist sehr einfach, da die Methyl- 
furolbarbitursiiure praktisch genau ein doppelt so grobes Moleku- 
largewieht hat wie das Methylfurol. Bezeichnet man also mit Mdas 
gesuchte Methylfurol, mit B das Gewicht des erhaltenen Nieder- 
schlags und mit n die Anzahl Kubikzentimeter der Losung, so ist 


M = (B+ n-0,000023). 


Versuche mit Gemischen von Furol und Methylfurol. 

Diese Versuche wurden in derselben Weise ausgeftihrt 
wie die eben beschriebenen. Abgewogene Mengen von reinem, 
frisch destilliertem Methylfurol und Furol wurden in Mebkolben 
auf ein bestimmtes Volumen verdiinnt und von diesen Lésungen 
bestimmte Teile mit der Biirette abgemessen. 

Die dritte Spalte der Tabelle S. 246 enthiilt die Mengen der 
Barbitursiureverbindungen, die entsprechend ihrer Léslichkeit in 
Losung bleiben miiften, fiir das Furol berechnet nach den Resul- 
taten von Unger, fiir das Methylfurol nach denen der vorigen 
Tabelle. Daraus ergibt sich die zu erwartende Menge des Nieder- 
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schlags(vierte Spalte). Ein Vergleich dieser Werte mit den tatsiich- 
lich gefundenen Mengen (letzte Spalte) laBt an die Moglichkeit 
denken, daB durch die gleichzeitige Anwesenheit beider Homologen 
die Loslichkeit der einzelnen herabgedriickt wird. Das genauer 
klarzustellen, lag jedoch auberhalb des Rahmens dieser Arbeit, 


Berechnete In400cem Zu er- \Getandone 
Angewandte Mengen Menge der celést _Wartende Menge 
Barbitur- ; Menge des des 
von Furol und Methylfurol Nieder- | Nieder- 
verbindungen Menge schlags schlags 
g | g g 
1. 0.02392 ¢ Methylfurol. 0,04785 0.0092 
O10386 Furol . 0.22301 0.0049 0.2568 02612 
Summe.. 0.2709 00141 | 
2. O,04784 g Methylfurol . 0.09570 0.0092 
O10586 Furol . 22501 0.0049 0.3046 0.3060 
Summe... O14 | 
3. O1295 ¢ Methylfarol. 2590 0.0092 
00519 » Furol. .. . O,0O49 0.3564 0.3700 
O.3705 


Entsprechend der bei der Phloroglucinmethode iiblichen 
Trennung wurde auch hier der Versuch gemacht, die Methyl- 
furolverbindung von der sehwerer léslichen Furolbarbitursiure 
durch ein Lisungsmittel zu trennen. In Alkohol und Ather lost 
sich jedoch bei liingerer Dauer der Behandlung auch die Furol- 
verbindung. Aber auch mit Aceton, worin die Loéslichkeit den 
groften Unterschied zeigt, gelang die Trennung nicht. Der Tiege! 
von Versuch 2 sollte theoretisch 0,0957 g Methylfurolbarbitur- 


siiture enthalten. Er hatte 
nach Ostiindigem Ausziehen mit Aceton g, 
0.0975 
. O1265 


abgenommen, 


=" 
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Fiir Stoffe, die Methylfurol und Furol liefern, eignet sich 
demnach die Barbitursiiuremethode sehr wohl, um die nach der 
Phloroglucinmethode erhaltene Gesamtmenge dieser beiden Alde- 
hyde zu kontrollieren. Eine Kontrolle des Verhaltnisses von 
Furol zu Methylfurol, wie man es nach der Methode von Ellet 
und Tollens erhilt, ist durch eine Bestimmung mit Barbitur- 
siure nicht moglich. 


Die quantitative Trennung von Furol und Methylfuro! 
nach Ellet und Tollens. 


Ber der Anwendung der Trennungsmethode von Ellet und 
Tollens glaubte ich die Beobachtung gemacht zu haben, dah 
fiir Furol héhere, fiir Methylfurol dagegen niedrigere Werte er- 
halten werden, wenn man die Mischung linger als die vor- 
schriftsmiibigen 16 Stunden stehen lift. Um dicser Vermutung 
auf den Grund zu gehen, wurden die folgenden Versuche mit 
reinem Furol und Methyifurol angestellt. In der Tabelle ist: zu- 
summengestellt, 1) die berechnete Menge der Phloroglucide (das 
Methylfurolphloroglucid wurde nach den Zahlen von Votocek 
herechnet (siehe oben 5. 217), das Furolphlorog'ucid der Kroéber- 
schen Tabelle enthommen); 2) die gewogene Menge des Gesamt- 
phloroglucids und die aus dem Gewichtsverlust beim Ausziehen 
mit Alkohol erhaltenen Gewichte von Furol- und Methy!furol- 
phloroglucid. Die letzte Reihe enthalt den Unterschied des ge- 
lundenen und des berechneten Gewichtes. 

Diese Versuche zeigen, daf man nach der Methode von 
Kllet und Tollens die besten Ergebnisse erhiilt, wenn man 
etwa 14—16 Stunden nach der Fiillung filtriert. LiB®t man 
2% Stunden und liinger stehen, dann J&Bt sich das Methylfurol- 
phloroglucid nicht mehr vollstaéndig durch Alkoho! ausziehen. 
Kin liingeres Stehen des getrockneten Gesamtniederschlags im 
Exsikkator scheint dagegen ohne EinfluB auf die L6éslichkeit des 
Methylfarolphloroglucids zu sein. Daf bei den Versuchen, bei 
denen die Lisung nach der Fiillung liinger als 16 Stunden ge- 
standen hatte, auch der Gesamtniederschlag vermehrt gefunden 
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wurde, ist wohl durch eine geringe Oxydation zu erkliiren. Auch 
Krober konnte nachweisen, dab sich der feuchte Phloroglucin- 
niederschlag an der Luft oxydiert. Ob die Unvollstiindigkeit dep 
Loslichkeit des Methylfurolphloroglucids in Alkohol nach lingerem 
Stehen mit dieser Oxydation zusammenhiingt, oder ob sie auf 
der Bildung eines hochmolekularen Komplexes beruht, ist. woh! 


schwer zu entscheiden. 


Berechinete Ge- Unter- Dauner 
Menge der 
glucide Menge Stehens 
g g | Stunden 
1. 00299 ¢ Methylfurol. | 0.0508 0.0030 | 
QO1020 + Furol. .. 0.1920 O1900  —- 0,0020 
Gesamtphloroglucid . Q).2455 0.2408  —0,0050 | 
| 
01020 g Furol. . 0.1920 01862 0.0058, 16 
Gesamtphloroglucid . 0.2996 -0,2953  — 0,0043 | 
| 
3. 0.0489 ¢ Methylfurol . 0,088! | 0.0795 — 
O1085 > Furol. 02080 | 02160 24 
| | | 
Gesamtphloroglucid . 0.2921 | | 0.0034 
4, O,1039 ¢ Methvifurol . 0.1595) | — 0.03853 
01091 > Furol. 02050) 0.2460 | 72 
Gesamtphloroglucid 0,8998 | 04055 | +-0,0057 
5. 00367 ¢ Methylfurol . 0,0660 — 0,026 
0,1607 » Farol... . 0.3050 03450 4-0,0400 
Gesamtphloroglucid . 03710 03845  --0,0135 


Die vorliegenden Arbeiten wurde im chemischen Universitits- 
laboratorium zu Freiburg i. Br. (Abt. d. phil. Fak.) ausgefihrt. 


j 
| 
| 
i 
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Herrn Privatdozenten Dr. W. Meigen bin ich zu Dank 
verpflichtet fur die mir jederzeit gewahrten freundlichen Rat- 
schlage. Ebenso méchte ich Herrn Prof. Dr. A. Mitscherlich, 
der mir in liebenswirdigster Weise den zu den Versuchen notigen 
vrOBeren Autoklaven tberlieb, und Herrn Prof. Dr. L. Gatter- 
mann fir die FOrderung meiner Arbeiten meinen Dank aus- 


sprechen. 
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Zweite Notiz zur Kenntnis des Novains. 
Von 
Fr. Kutscher. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Marburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 3. Dezember 1906.) 


Im vorletzten Hefte dieser Zeitschrift habe ich eine Methode ange- 
geben, um aus den Riicksténden des mit Baryt destillierten Novains cha- 
rakteristische Spaltungsprodukte zu isolieren. Man séuert dazu die Riick- 
stinde stark mit Schwefelsiure an und erschipft sie mit Ather. Der 
Ather nimmt dann mehrere Sduren auf, unter anderen auch Bernstein- 
siure. Die Bernsteinsiéiure lief sich infolge ihrer ausgezeichneten Kry- 
stallisationsfaihigkeit von den anderen Siiuren abtrennen und durch ihre 
Reaktionen und Analyse als solche charakterisieren, Zur Analyse wurde 
sie in ihr Silbersalz iibergefiihrt. Ich gebe im folgenden die erhaltenen 
Analysenzahlen. 

0.1386 g Substanz gaben 0,0150 g H,O, 0,0756 g CO, und 0,0897 g Ag. 
1130 0,0732 » Ag. 
Fiir C,H,Ag,0, 
Berechnet: Gefunden: 
H = 1,2°%o H = 1,2 
C = 14,5 %/o C = 149% 
Ag = 65,0. Ag = 64,7; 64,8 °/o 


Die freie Bernsteinsiure schmolz bei 182° C. 


| 


Einflu8 der Temperatur auf die Arbeit des proteolytischen 
Ferments und der Zymase in abgetéteten Hefezellen. 
Von 


Anna Petruschewsky. 


Mit vier Kurvenzeichnungen im Text. 


\us dem pllanzenphysiologischen Institut von Prof. W. Palladin in der St. Peters- 
burger Universitit.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. November 1900.) 


In der vorliegenden Arbeit wurde das Ziel verfolgt, zu unter- 
sichen, in welchem Mabe die Arbeit des proteolytischen Ferments 
abgetéteten Hefen (Zyminj, bei Abwesenheit von Niihrmaterial, 
von der Temperatur abhangig ist, und bis zu einem gewissen 
Girade die Wechselbeziehungen zwischen dem proteolytischen 
Ferment (Endotryptase) und der Zymase aufzukliren. 

Die Untersuchungen von Martin Hahn und Ludwig 
(eret!) zeigten, dab das proteolytische Ferment der Hefe bei 
der Selbstverdauung die Eiweibstoffe des Prefsaftes zerstort. 
Durch die Arbeit von Frl. T. Gromow?) wurde ferner festge- 
sielit, dab beim Zymin das gleiche der Fall ist: auberdem lassen 
Untersuchungen und ebenso diejenigen) von Richter- 
hschewskaja*®) vermuten, das proteolytische Ferment 
nehbenber auch die schwiicheren (weniger widerstandsfahigen) 
hermente, unter diesen auch die Zymase, zerstOrt. Ist dieses 
nun der Fall, so mui unter den Bedingungen, wo das proteo- 
Vtische Ferment energischer arbeitet, die Zerstorung der Zymase 


') E. Buehner, H. Buchner u. M. Hahn, Die Zymasegiirung, 1903. 

* Gromow u. Grigoriew, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 1904, S. 300. 

tichter-Rschewskaja, Arbeiten der St. Petersburger Natur- 
orscher-Gesellschaft, Bd. XXXV, 1904. 
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eine vollkommenere sein und infolge dessen die Menge der yon 
dem Zymin ausgeschiedenen CO, vermindert werden. 

Zur experimentellen Priifung dieser Voraussetzungen wurde: 
auf Veranlassung und unter der Leitung des Herrn Prof. Palladin 
folvende Versuche von mir ausgefiihrt. In der ersten Versuchs- 
reiche wurde der Einfluf der Temperatur auf die Arbeit) der 
Mndotryptase bestimmt. Zu diesem Zweck wurden Erlenmeyevr- 
sche Kolben von 120 com Inhalt mit 50 cem destillierten Wasser 
beschickt, hierauf wurden die Kolben mit einem Wattestopfen 
verschlossen und im Autoklaven sterilisiert. In jedem Kolben 
wurde cine genau gewogene Menge Zymin und 8 ‘Tropfen Toluo| 
hinzugefiigt: die Wattestopfen wurden nun durch gewohniliche. 
hei 105° sterilisierte Korkptropfen ersetzt. Ein Teil der Kolber 
wurde in einen Eisschrank gebracht (7—9° C.), der zweite Tei! 
bei Zimmertemperatur (15—16° C.) stehen gelassen der 
dritte Teil in einen Thermostaten (32° C.) gestellt. Alle Kolben 
wurden von Zeit zu Zeit durchgeschiittelt.. In gewissen Zwischet- 
riumen wurde nun der Kolbeninhalt nach der Stutzerschen 
Methode auf Eiweibstickstol? untersucht. 

Der Gesamtstickstolf des verwendeten Zymins war nec!) 
Kjeldahl bestimmt worden und betrug 


i) 


Vv 
7,790 | 7.76" dev Trockensubstanz. 
7.49" 0 | 
Der Kiweibstiekstoff wurde nach Stutzer bestimmt: die 

Analysen ergaben 

0.962 9 

5.81 °/0 | 

5,71°% 0 


) 


| der Trockensubstanz. 
9.70! 


0 


Folelich Kommen 75°/o des Gesamtstickstoffes auf den 

Alle Portionen wurden vor der Analyse unter dem Mikro- 
skop untersucht und erwiesen sich als bakterienfret: 

Die Resultate dieser Analysen sind auf Fig. 1 graphisch 


dargestellt. 


| 


cinflu® der Temperatur auf die Arbeit des proteolytischen Ferments. 293 


Versuch 1. 


der 


Versuchs-|  Tem- In °o der thy 
Eiweils- 
dauet peratur menge  N-Menge  Trockensubstanz ‘stickstoft 
32° C, O.6415 OOLLET3 1.79 | 
0.5366 OOL0579 1,97 1,83 
0.982% 1.74 | 
2 Tage O.004063 1,45 | 
0005215 1,17 1,33 22.8 
O4772 0.006556 1.37 | 
O4273 1,05 | 
03483 0,00B874 1,08 18.5 
0.6150 0.006705 1.09 | 
0.3500 0.003427 | 
0.7165  O,00d811 OSI | 
2) Stunden O.S405 O.OF3559 | 
2636 O,01475 5,59 5,29 GOS 
11032 0.056471 5,11 | 
‘Tage O.35106 O.OLS857 | 
O.6196 0.024883 4.12 442 
0.4691 0.018327 | 
OS90L  O.014751 
0.6498 ).02534 5.69 
0.2245 0.007599 3.38 3.38 D8,7 
| 309 53,1 
| O.5611 0.01639 2.92 { 
1 O.OL341 2,260 | 23 Be 
0.6209 0.013708 2.21 f 
Tage 7—9°9C. 0.5424 | 0.023244 4.28 | 
0.6956 0.032035 4,42 | 
0.7209 0.031737 4.40) | | 
| O2086 BS4 
| O.02086 3 80) | 
3.76 
li > 0.13559 2.64 | 
0.5756 0.17433 3.03 2.96 50.8 
0.3225  O,01043 3,23 | 
0.4319 0.03024 0.70 
03024 O69 | 11,8 
OS5976 


| 
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100 
| 
yin | 
| 
\ | \. 
; | | 
20% 
ol = 
423% 6 7 & 9 WH tk 13 


Fig. 


Verminderung der Menge des Kiweibstickstoffes wihrend der Selbstverdanung de- 


Zymins bet verschiedenen Temperaturen, 


Die auf Grund obiger Analysenzahlen ausgefitiirten Kurven 

zeigen deutlich, dai die Temperaturerhéhung die .\rbeit des 

/ proteolylischen Ferments beschleunigt: bei 32° wird der grdbte 
Teil des Eiweibes schon in den ersten 20 Stunden zerlegt, weiter 

veht die Arbeit langsamer. Bei Zimmertemperatur arbeitet dias 

Ferment gleichmibig und allmiihlich, ber 7—9° geht die Aut- 

spaltung noch langsamer vor sich, so nach anderthalh 

Monaten noch 11.8°o des Eiweibstickstoffes enthalten waren. 


Versuchsdauer $2° 15—16° 


20 Stunden OR.6 9.2 


2 Tage ree 22.1 


254 
4 
3 >» 81.5 35.9 24.1 | 
li > ~ 49,2 
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Obenstehende Tabelle zeigt die allmiihliche Anhiiufung des 
Stickstotfes der Nichteiweibverbindungen in Prozent des Eiweil- 
slickstoffes (100) der Kontrollportion wiihrend der Selbstver- 
dauung des Zymins bet verschiedenen Temperaturen. 


Diese Resultate sind in Fig. 2 dargestellt. 


100%, 


7*-9° 


2 413 tM lage 


Anhiufung des Nichteiweibsticksteffes wahrend der Selbstverdaunng des Zymins bet 
verschiedenen Temperaturen, 


Ks bilden sich folglich bei der Selbstverdauung des Zymins 
bel verschiedenen Temperaturen folgende Mengen Nichteiweil- 


stickstoff. 
32° 1b—16° 
i; In den ersten 20 Stunden 63.6 9,2 
Am 2. Tage | 8.6 12,9 
13.8 
a4 
D6 
Am 6. und 7. Tage 14,8 


(restiitzt auf die Untersuchungen von Martin Hahn und 
Ludwig Geret zeigt vorliegende Arbeit, dal mit der Tem- 


| | 
32° | | | | | 
a | 
| | | | 
¢ { 

Fig 2. 
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peraturerhohung die Energie des proteolytischen Ferments zu- 
hime, 

“7ugleich bemerken wir, dat mit der Anhiufung von Spal- 
fungsprodukten die Sehnelligkeit der Reaktion abgeschwiicht 
wird. Dieser Umstand lift die Vermutung aufkommen, dal; 
der Zertall der kiweibkérper cine reversibele Reaktion ist. Man 
kann beobachten, dab bei mitderen Temperaturen die Schnellig- 

keit der Reaktion zuerst zu- 


nimmt und dann erst zy 


| | | sinken beginnt, wie dieses 
| | | wus Fig. ersichtlich ist, 
| | | Gleichzeitig wurden Ver- 
JOS suche zur Bestimimune dep 
| | von dem Zymin bet verschie- 
| | = schiedenen Kohlensiiuremense 
unternommen. Da die Ausfiih- 
| fi | | | rung dieser Versuche bei nic- 
| mabig war, wurden solche 
| | | Versuche nur bei 20—22° und 
| i lee hei 30—34° angestellt.  Ge- 
| | | woOhniiche Kolben von 200 cor 
Inhalt, mit Gummipfropten und 


3 2 vebogenen Glasrodhren zu 
a Durchleitung von Luft, wur- 
den mit 50 com destilliertem 
Selbstverdauung des Zymins bei verschie. Wasser beschickt im 

Autoklaven sterilisiert.  Da- 
rauf wurden unter Anwendung aller Vorsichtsmabregeln mog- 

ichst gleiche Quantitiiten Zymin (von g) und ca. 20) 

Tropfen Toluol za dem Kolbeninhalt hinzugefiigt. Ein Teil 

der Kolben wurde in den Thermostaten, der andere Teil in ein 

Giefiil} mit Wasser bet Zimmertemperatur gestellt. Der Lutt- 

strom wurde mit Hilfe einer Wasserpumpe durch den Apparal 

zezogen. Die Luft passierte zuniichst ein GefiiB mit Natronkalk. 
darauf ein U-Rohr mit Glasperlen, die mit Toluol befeuchte! 
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waren und dann im Zinkschlangenrohr, in dem = sie die Tem- 
peratur, bei welcher der Versuch ausgefiihrt werden sollte, an- 
nahm. Aus dem Kolben mit Zymin gelangle die Luft in ein 
mit BarvtlOsung und von dort in den Pettenkoferschen 
Apparat) zur Absorption der Reste von Kollensiiure. In den 
Versuchen, bei denen es wiinschenswert war, die) Schwan- 
kangen der CO,-Ausscheidung zu verfolgen, wurde die 
aus dem Getiifi mit dem Zymin direkt in die Pettenkoferschen 
Rohren geleitet, dic dann in gewissen Zwischenraumen gewechselt 
wurden. 
Diese Versuche ergaben folgende Resultate: 


Versuch 2. 


1. 58271 ¢ Zvmin, Temperatur C, 


Versuchsdauer CO,-Menge Mittel far Stunde 


7 Stunden 83.5 me {2,21 mg CO, 

> 

25 6,7) O35 

20 5.0 » Ol » » 
In 7L Stunden 152.0 mg CO, 


» 


Folglich schieden 10 ¢ Zymin 285,35 mg CO, aus. 


2. 53,2754 g Zymin; Temperatur 22—23° C. 


Versuchsdauer CO,-Menge Im Mittel fiir Stunde 


8 Stunden 100 ing 12.0 my CO, 

1D 136.5 9 1 

> 69.5 » 8.2 

Ld DO » 

26 > 34, » 1.3 

5,0 > 0.25 
in 92 Stunden 396,59 mg CO, 


Folglich schieden LO g Zymin 751,6 mg CO, aus. 


4 

act 
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3. ¢ Zymin: Temperatur 22 —25° C. 
CO,-Menge lin littel fit Im Mitte! aus 
I Stunde 2 Versuchen 
& Stunden 69,0 meg 8.6 mg CO, 105 me CO, 
» 1d 124.0 » >» » 
» § » » 8.1 » 
» « | 220 >» 08 >» » | 10> 
» | ) » ( PH » ( 
In 92 Stunden | 370,25 mg CO, 


lO ¢ Zymin schieden also 661,4 mg CO, aus. 
Das Mittel fiir 2 Versuche betrigt somit 706.5 mg CO, auf 10 ¢ Zymin. 


Die Resultate dieser Versuche sind auf Fig. 4 wieder- 


gegeben. 


{\ | | ! | | 
| | | 
10;— 
| 
7 
| 
v t 
} j 
- 


30 50 CO 70 30 
Fig. 4 : 


Die CO,-Menge, die bei Selbstgirung des Zymins bei verschiedenen Temperaturen 


ausgeschieden wurde. 


| 
/ 11] CO. 
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Versuch 3. 


1. 3.2707 g Zvymin: Temperatur 31—32° C. 


Versuchsdauer CO,-Menge Im Mittel pro Stunde 


Stunden my me CO, 
15.0 si)» 
O38 
235 > 3.7) » » 
In 48 Stunden 43.0 me CO, 


Auf 10 ¢ Zymin also 151.5 ing CO, 


2, 2.9954 ¢ Zyimin: Temperatur 20—21° C. 


Versuchsdauer CO,-Menge Mittel pro Stunde 


Stunden 15.0) me 3.79 my CO, 

17.0 340 

23 > 3),2D » 1.5 
ln 4S Standen 103.25 me CO, 


Auf 10 ¢ Zymin meg CO, 


In der folgenden Tabelle sind die Gesamtmengen CO,, die 
bei der Selbstgérung von lOg Zymin bet verschiedenen Tem- 
peraturen ausgeschieden wurden, nebeneinandergesteilt. 


Nr. des Versuches Versuchsdauer 31—34° PO —23° 
? Stunden 285.5 me 
2 92 . 706,59 meg 
131.5 me >» 


Wir sehen, bei der Berechnung auf 10 bedeutende 
Schwankungen fiir eine und dieselbe Temperatur erhalten werden, 
Dieses erklirt sich daduarch, in der zweiten Versuchsreihe 
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og Zymin, in der dritten Versuchsreihe hingegen je 
eu. Og verwendet worden waren. Durch die Untersuchungen 
von O. Grigoriew?) wurde aber nachgewiesen, dal) dic 
der verwendeten) Zyminmenge nich 
proportional ist. 

Aus den Versuchen tiber die Selbsteirung des Zyimins 
wird es ersichtlich, dab bet hoheren Temperaturen wiihrend 
der ersten Stunden eine grobere CO,-Menge ausgeschiedeu wird. 
ws bei Zimmertemperatur: darauf beginnt (bet 51—384") die 
rasch zu sinken, so dab die Gesamtmenge 


der bet héheren Temperaturen gebildeten CO, um mal ge- 


ringer ist als bet Zummerwiirme. Diese Versuche bestitigen 
somit die Voraussetzung, das proteolytische Ferme! 
die Zymase zerstOrt und dab die ZerstOrung um so 
vollstiindiger ist, je energischer das Ferment arbeitet. 

Auch A. Bach?) fand, dab die Peroxydase bei hoheren 
Temperaturen schwiicher arbeitet. 

Cin die schiidliche Wirkung des proteolvuschen Fermcuis 
auszuschlieben, warden noch cinige Versuche unternonmme, 
ber denen das Zymin micht in destilhertes Wasser, sondern 
Poe Rohrzuckerl6sung gebracht wurde. Die Versuchs- 


gnordnung blieb dieselbe. Es ergaben sich hierbei fol@ence 
Resultate. 
Versuch 4. 


1 5.0901 ¢ Zymin; Temperatur 31—32°. 


Versuchsdauer Gesamt-CO,-Menge Mittel pro Stunde 
Stunden 88.00 my 4.9 mg CO, 
2,0 O53 > 
[0 » = 

In Stunden 1.0 mg CO, 


Gromow und Grigoriew, Diese Zeitschrift, Bd. 


A. Bach. Berichte der Deutsch. chem. Ges.. 1904. Bd. NXXVI! 
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2. 31522 g Zyvmin; Temperatur 20— 21°. 


Versuchsdauer Gesamt-CO.-Menge Mittel pro Stunde 
Stunden $2.5 meg mg CO, 
BOO» a0» 
27,9 » 1.77 
D4 12.0 » 
10 3.0 OS 
In 73/2 Stunden 155.5 mg CO, 


Versuch 5. 


Zviminmenge Versuchsdauer Temperatur Giesamlinenge CO, 
2.8988 Stunden 31-—-32° 769 meg 
5.0730 20—21° Loi 


Versueh 6. 


1. 3.0766 Zymin; Temperatur 


Versuchsdauer Gesamtmenge CO, Mittel pro Stunde 


t Stunden 43.0 me 10.7 mg CO, 
y Sst) 9.77 
| 53.0 » 2.) 
In 3 Stunden [84,0 ing CO, 


2. 31988 g Zymin; Temperatur 20—21”. 


Versuchsdauer Giesamtinenge CO, Mittel pro Stunde 
# Stunden 15.5 mg 3.9 mg CO, 
0,3 
2] > » 2,9 
> 27.0 » >» 


In 150 Stunden 262.5 mg CO, 
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Wird das Zymin in eine 20°/oige Rohrzuckerlésung 
bracht, so ist der Unterschied zwischen der bet hoheren Wiirmne- 
graden und der bei Zimmertemperatur ausgeschiedenen CO,-Menve 
wenlger scharf, Auch hierbet uimmt die Arbeit der Zymase 
rasch ab, was ohne Zweifel eine Folge der Zerstérung de; 
durch das proteolyische Ferment ist. 

Alle angefiihrten Versuche zeigen, dah es zur Aufstellune 
physikalisch-chemischer Gesetze der Arbeit der Zymase unui 
wiinglich ist, dieses Ferment in reinem Zustande zu verwenden 
Bei Benutzung des Zymins zu diesen Zwecken ist es jedoch, 
notwendiv, die schiidliche Wirkung der Endotryptase durch nie- 
drige Temperaturen, starke Zuckerlosungen oder irgend welche 
andere Mittel auszusechaiten, 


Uber den Ersatz von Eiwei8 durch Leim. 
Von 
P. Rona und W. Miiller. 


Aus dem phy-siologischen Institut der tierarztlichen Hochschule zu Berlin 
(ieh.-Rat Munk. 


Der Redaktion zugegangen am 2t, November 1906.) 


Kine der fllesten Fragen, die die Stoffwechselphysiologie 
beschiifligen, ist die tiber den Niihrwert des Leimes. War die 
Frage auch zuniichst nur aus rein praktischen Gesichtspunkten 
aufveworfen worden. so erhielt) sie weiterhin cin grobes theo- 
retisches Interesse. als man bet einer genaueren Kenntiis der 
Stellung, die Leim zu den Eiweibkorpern cinnimmt, erkannte, 
ai das Unvermoégen des Leimes, Eiweil voll zu ersetzen, 
auf den Mangel gewisser Bestandteile im Leim, wie Tyrosin 
and Tryptophan, die zu den konstanten) Spallungsprodukten 
des Kiweibes gchéren, zuriickzufiihren. ist. 

Sowohl die Frage. wie weit Leim im Stoffwechsel das 
zu ersetzen vermag, als auch die andere, ob durch 
/usiitze der felhlenden Bestandtede der Leim dem E:iweib voll- 
werliger gemacht werden kann. ist schon sehr frithzeitig in 
A\ngriff genommen worden. 

Ohne auf die hierher gehérende jiltere Literatur nither 
einvehen zu wollen.!) set hier nur die Annahme von Munk. ?) 
dal) die CGrenze, bis zu welecher EiweiB-N durch Leim-N> er- 
werden kann. bei 3/5 des Eiweibes legt, ferner 
die Arbeit von Escher,*) der allerdings nur auf Grund von 


Ausfiihrliche Literatur gibt die Dissertation von W. Miller, 
feehen 1906. 
Realenzyklopiidie der ges. Heilkunde, Leimstoffe, Bd. 
S. (O01. 1897. 
Vierteljahrschrift der naturforschenden Gesellschaft: Ziirich, 
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Bestinmungen des WKorpergewichtes annimmt, dab Leim mit 
Tyrosin. zusammen in eiweififreier: Nahrung den Organismus 
zu erhalten vermag. 

Die tiefere Emsicht. die die Fortschritte der letzten Jahre 
in der Chemie und Physiologie des Eiweifes zeitiglen, brachte 
es niaturgemifb mit sich, daB auch das Problem des Ersatzes 
von der Nahrung durch Leim neuerlich in) Aneriff 
eenommen wurde, 

Kine in diese Richtung fallende Arbeit von Kauffmann!) 
beschiiftigt sich zundchst mit den beiden erwiihnten Problemen 
und konnte vorerst die Annahme von J. Munk bestiitigen, 
kommt zu dem Schluf. «dab in der Nahrung von Hunden. 
welche nur so viel Einweii erhalten, als bei gentigender Auf- 
nahme von Brennmaterial zur Erhaltung des Korperbestandes 
nolig ist. einem Ftinflel Eiweib-N dieselbe Menge Leim-N phy- 
slologisch gleichwertig, wahrscheinlich sogar tiberlegen ist, dali 
ein Fiinftel aueh die Grenze des vollwertigen Ersatzes vou 
Kiweii dureh Leim ist: denn schon bet Ersatz von 34 Eiweib-N 
durch Leim-N. tritt eine kleine Unterbilanz zu Ungunsten de- 
Leims aut). 

Cin nun die Rolle der Zusiitze zu priifen, fiitterte Kault- 
mann weiterhin neben noch Tyrosin und Tryptophan. 
indem er entsprechend dem Gehalt des Caseins an diesen beiden 
des Leim-N durch Tyrosin und 2,5° 0 des 
Leim-N durch Tryptophan ersetzte. Er  fiihlt) sich berechtigt, 
aus seinen Untersuchungen den Sehlufb zu ziehen, dab der 
Wert des Letmes als Ersatz des EiweiBes durch die erwiihnten 
Zugaben bis auf die THiilfte des Gesamt-N erhoht werden kann. 

Zuletzt fihrte Kauffmann einen Versuch an sich selbst 
aus, bei dem er den gesamten Eiweib-N durch Leim-N Tyrosin. 
Tryptophan und Cystin ersetzt hat. Wierbei ergab sich in der 


Leimperiode cine Durchschnittsbilanz von — 0,538 ¢ N gegen 
die normale Vorperiode mit — 0.97 ¢@ N und die Nachperiode 


Der Sehlub. den Kauffmann aus diesen Versuchen zieht. 


Pfliigers Archiv fir die ges. Physiologie, Bd. CIX, 5.440, 190. 
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der, «dab der omit’ den erwiihnten aromatischen) Amino- 
versetzte Leim physiologisch dem Eiweih nahekommit, 
a ihm vielleicht vollkommen gleichwertig. is! 

Diese Resullate zusammen mit den sonstigen Erfahbrungen 
jiber den verdienen wohl erhohtes Interesse. 
ther die Sehicksale der beiden in Frage kommenden Amino- 
siuven sind wir gentigend gut unterrichtet. Dab Tyrosin vom 
Hinde sehr @ut assimiliert wird, ist bekannt und ist neuerdings 
auch fiir das hier speziell Frage kommende |-Tyrosin von 
Reiss!) gezeigl worden. Das Tryptophan wird nach den Unter- 
sachungen von Ellinger?) beim Hunde zum erébten Teil als 
Kynurensdure ausgeschieden. Als konstanter Bestandteil des 
Liweibmolektils ist es jedoch ber dem Aufbau desselben nach 
dem «Gesetze des Minimums» sicher notwendig. Dab Ersatz 
«Bausteine» Leim dem Eiweib gleichwertig macht, 
wird durch die neugewonnenen Vorstellungen tiber die Zu- 
summensetzung des eher  gesttitzi. Ferner 
-prechen die Kaulfmannschen Befunde. wenn auch keines- 
wees zwingend, zugunsten eines tolalen Aufbaues des Korper- 
caveibes aus den cinzelnen Spaltungsprodukten, da dies mit 
den Resultaten besser ine Einklang zu bringen ist. als etwa 
die Kinschiebung der fehlenden Bausteine ein bereits hoch- 
komplexes Molekiil. 

Immerhin mublen aber, bevor diese wichtigen Schltisse 
wis endgtilig sichergestelll angesehen werden. die Versuche 
Kauffmanns einer Nachpriiftung unterzogen werden, zumal 
verschiedene Punkte in der Versuchsanordning, wie wir unten 
zeigen werden, cine Nachpriifung kemeswegs als tibertliissig 
erscheinen lassen, 

unsere Versuche standen uns gesunde Bastard- 
hiindimnen zur Verfigune, von denen die kleinere (A) unge- 
7 ke, die grébere ungefihr 10 ke schwer war. Bet den 


Versuchen wurde der Harn stets mit dem Katheter entnommen. 


'y Beitraige zur chem. Physiol. u. Pathol, Bd. VIELE, 3832, 1906 
*) Diese Zeitschrift, Bd. S. 3825, 190%. 
) Verel. KF. Abderhalden, Lehrbuch der physiologischen Chemie, 
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Die Tiere gewohnten sich sehr schnell daran, den Harn 2% 
Stunden zu halten. nur am Anfang der Versuche wurde 
weilen ein Veil in den Stoffwechselkiifig entleert. Die 
grenzung des Kotes geschah mittels Tierkohle. Als stickstoff- 
haltige Grundnahrune diente. wie bei Kauffmann. dessen 
Anordnung betreffs Auswahl und Mengenverhiiltnisse in der 
Nahrung moglichst befolg@t wurde, Plasmon sterilisierte 
Milch. Die) Milch bezogen wir aus dem HRassestall der tier- 
drztlichen Hochschule in einer Quantitét, dab wir etwa zehn 
Tage damit reichten. Es wurden ea. 2.1] Milch, deren N-Gehali 
vorher genau durch mehrere iibereinstimmende Bestimmungen 
festgestelll war, zu je 200 com in Flaschen getan. dann wieder- 
holt je halbe Stunde auf 115° erwiirmt. Nach dem Sterili- 
sieren wurden sie im Eisschrank aufbewahrt.  Gelatine (dis 
vollkommen eiweibfre: war), Stiirke, Traubenzucker wurde you 
der Firma Schering bezogen. Die Stickstoffhestimmung ge- 
schah nach der Kyeldahtschen Methode. Die Daten fiir die 
Berechnung der Kalorien sind den Tabellen) von Landolt- 
bornsteim enthommen, 

Den Verlauf der ersten Versuchsrethe an der Piindin A 
schildert Pabelle Die Htindin wurde zunachst mit 675 Wa- 
lorien und 1.5 @ N in Stiekstoffgleichgewicht gesetzt. ks was 
nattirieh notig. um sich bei den folgenden Versuchen vor 
Trugschliissen zu sichern. die kleinste Menge Eiweib-N. mi 
der das Tier gerade gut auskommt. festzustellen — ein Punkt, 
den Kauffmann, wie seine Tabellen 1S. 445, und 445. 
zeigen, nieht beriicksichtigt hat. Dann sollte gepriift werden. 
em wie grober Teil des Eiweib-N durch Leim-N ohne storung 


des ersetzt werden Kann. 
Withrend der Vorperiode bestand die Nahrung aus: 


omit 0,525° 0 N: pro Kubikzentimeter 0,648 Kalorien 


Plasmon 12.4240 t.1 
Fett 

4.1 


Traubenzucker 


Ferr. lactic. 


Hiervon erhiell’ die Hiindin: 


Uber den Ersatz von Eiweif durch Leirm 267 


200 com Milch = 1,050 N: 129.6 Kalorien 
ot) Stiirke >; 20,0 

2.94 Plasmon OB65 » 

10.56 » Traubenzucker £3.53 

30 Kett 285,0) 


Ferr. lactie. 
Im ganzen 1400 675.0 Kalorien. 

Pro Kilogramm horpergewicht 0,2 ¢@ N, 91.2) Kalorien. 

In der Leimperiode wurde ‘5 Eiweib-N = 0.8 @ N in 
Form von Leim verabreicht. 

In dieser Periode enthiell die Mileh 0.503° Gelatine 
mil 14,578%o N, 4.4 Kalorien. 

Zusammensetzung der Nahrung: 


200 com Milch 1006 g N; 129.6 Kalorien 
30 Fett 
Plasmon = 0109 » 3.6 
2.06 » Gelatine s- >; O94 
> Traubenzucker 


0.05 » Ferr. lactic. 
Im ganzen Lda00 N: 675.0 Kalorien. 

In der ersten Leimperiode betrug die Bilanz — 0,09. 
Mithin ist in Ubereinstimmung mit dem Befunde von Kauff- 
mann der befiihigt, Eiweib-N in der Nahrung zu er- 
sctzen. 

Solange Leim verabreicht wurde, erhiell’ die Hiindin als 
Vorbeuge gegen Diarrhoe jeden 2. Tag O.1 g Opium pulveratum. 
Her Kot war infolgedessen stets von fester Konsistenz, ohne 
dali jedoch Obstipation bestand. 

Kin 2. Versuch (siehe Tabeile Il, Hiindin A), des 
weib-N durch Leim-N zu ersetzen, ergab ein negatives Resultat. 
Der Hund sehied tiiglch 0,45 ¢N von seinem eigenen Korper- 
vewicht aus. 

In einem 3. Versuch, der durch Tabelle HL erlautert wird, 
sollte gepriift werden, ob die eiweibersetzende Wirkung des 
Leims durch Hinzutiigen von Tyrosin und Tryptophan gesteigert 
werden kann, Tyrosin wurde durch Hydrolyse aus Seide, das 
tryptophan aus Casein nach Hopkins und Cole’) dargestellt. 


Journ. of Physiol., Bd. XXVIII, 418, 1902. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 
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Hierzu wurde die Hiindin zuerst in N-Gleichgewicht ge- 
bracht. Sodann wurden EiweiB-N durch Leim-N —~ Tyrosin 
und Tryptophan ersetzt, also eine Leimmenge, die, wie Ta- 
belle Il zeigt, ohne Zusiitze das Versuchstier aus dem N-Gleich- 
gewicht brachte, um zu sehen. ob der Hund nun im N-Gleich- 


gewicht bleibt. 
Daran schloB sich eine Kontrollperiode, in der ? 5 Eiweili-\ 
wieder durch Leim allein ersetzt wurden. 
Die Nahrung der Vorperiode bestand aus: 
150 cem Milch = 0,905 g¢ N; 97,2 Kalorien 


50 og Stirke = 0,203 »*»; 205,0 
3.24 » Plasmon oe O02 > »; 163 
15 >» Fett 142.5 
41.95 » Traubenzucker = 172.0 
0.05 » Ferr. lactic. 


Im ganzen 1,500 ¢ N 


630.0 Kalorien. 


Pro Kilogramm Koérpergewicht 0,21 g N: 90 Walorien. 

In der Hauptperiode wurden 2/5 Kiweib-N = 0,6 ¢ N in 
Form von Leim —- Tyrosin und Tryptophan gegeben, und zwar 
wurden hierbei 4°/o des Leim-N durch Tyrosin und 2°/o des 
Leim-N durch Tryptophan ersetzt. 

wurde in diesem Versuch gefiittert: 


Mileh mit 0.60390 0.648 Kalorien 
Stiirke 0406" 
Plasmon 12,100" 0 41 
Gelatine 14.791°% »; 44 
Tyrosin >» 7.786% »; 59 
Tryptophan ° 
ett 
Traubenzucker » 4,1 
Hliervon wurden verabreicht: 
com Much == 0,603 N: Kalorien 
40 Stiirke = 0,162 >» >; 164,0 
1.12 » Plasmon = 0,135 £6 > 
3.79 » Gelatine 16.7 
O31 » Tyrosin sx >»; 468 
» Tryptophan = (0,015 » »; 
20) Fett 190.0 > 
$9,85 » Traubenzucker 
0.05 » Ferr. lactic. 


N: 630.0 Kalorien 


Im ganzen 1.500 


— 
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In der Kontrollperiode fielen Tyrosin und Tryptophan fort. 
Ks kam frische Mich mit 0,549°/o N zur Anwendung; daher 
erhielt die Hitindin: 


100 cem Milch = 0549 ¢g N: 64,8 Kalorien 

4D Stiirke = 0,183 » »; 184.5 > 
1.39 » Plasmon = 0,168 » >»; 5,7 > 
4.06 » Gelatine = 0,600 >» »; 179 

» Fett 190.0 

40.76 » Traubenzucker = 167.1 > 


0.05 » Ferr. lactie. 


Im ganzen 1,500 g N; 630.0 Kalorien. 


Nach diesem Versuche iiben die Aminosiiuren Tyrosin und 
Tryptophan einen sichtbaren, aber iuBerst geringen Einfluf aus. 
In der Vorperiode war die Bilanz — 0,015, in der Hauptperiode 

01 und in der Kontrollperiode — 0,16. 

Sehr bemerkenswert ist, dafB dasselbe Versuchstier in der 
Zeit vom 26. Mai bis 1. Juni bei dem Ersatz von */5 Eiweib-N 
durch Leim-N eine Unterbilanz von — 0,45 g N aufwies, wiihrend 
es jetzt, doh. vom 22.—27,. Juli, bei 2/5 Leim-N nur die geringe 
(nterbilanz von — 0,162 zeigte, also die Grenze des N-Gleich- 
eewichtes kaum iiberschritten hatte. 

Da aus Versuch Hl auf eine gewisse Wirkung der Zusatze 
veschlossen werden konnte, wurde gleich weiter untersucht, ob 
cin noch groBberer Teil des Eiweibes durch Leim—- Tyrosin und 
Tryptophan ersetzbar wiire. 

In dem Versuch IV, der sich gleich an Versuch IL an- 
<chlob, wurde die Hilfte des EiweiB-N in Form von Leim-- 
/usatzen gegeben. Es wurden in der Hauptperiode gefiittert: 


90 ecm Milch <= O494 ¢ N; D&S Kalorien 
4D g Stiirke = 0,183 » »; 1845 » 
0,60 » Plasmon = OO73 s 25 
4,47 » Gelatine = 0,701 » »; 209 > 
0.39 » Tyrosin == O08 2.3 

0,14 » Tryptophan == 0019 » >»; 

20) > Fett 190.0 
41.83 » Traubenzucker = 171.5 


0.05 » Ferr, lactic. 


Im ganzen 1,500 g N:; 630.0 Kalorien 
19* 
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Wihrend der einfachen Nachperiode erhielt die Hiindiy: 


100 com Milch = 0,547 g N: 64,8 Kalorien 
g Stiirke = 0,193 205.0 
6.41 » Plasmon 0,760 » 263 
Is » Fett 171.0 
39.73 » Traubenzucker == 162.9 


O05 » Ferr. lactic. 
| Im ganzen 1,500 N: 630.0 Kalorien. 

Uber den Gang des Versuches IV gibt uns Tabelle LV. 
Hiindin A, Aufschlub. 

Wir sehen aus Tabelle IV, dai trotz der Zusiitze das Ver- 
suchstier bei dem Ersatz von '2 Eiweib-N durch Leim —- Zy- 
siitze aus dem N-Gleichgewieht gekommen ist. 

Die Versuche mit Hiindin B verliefen ebenfalls ganz glatt 


und zeigen die Verhiiltnisse noch klarer. 
Der Hund wurde mit 2,40 ¢ N und 630 WKalorien in \- 
Gleichgewicht gebracht. Dann wurden 25 Eiweib-N in’ Form 
von Leim-N verabreicht, wobei, wie Tabelle V, Hiindin b, zeigt, 
das Versuchstier ganz wenig aus dem N-Gleichgewicht kam. 
/ Sollte eine Wirkung der Zusiitze bestehen, so war zu er- 
warten, dab eine Zufuhr der betreffenden Aminosiiuren dic 
Hiindin bet der geringen bestehenden Unterbilanz gleich wieder 
voll in das N-Gleichgewicht bringen wiirde. Dies war aber, 
7 wie Versuch VI zeigt, nicht der Fall. 
Nahrung der einzelnen Perioden in Versuch V. 


Vorperiode. 


Milch mit 0.047" 0 N; 0.648 Kalorien 
Stirke > 0,385 °/o » 
Plasmon >» 11,8580 >; 4,1 

Fett 
Traubenzucker t.1 


Hiervon sind erforderlich: 


150 com Milch - 0,821 ¢ N; 97,2 Kalorien 
a0 g Stiirke = 0,193 » »; 205,0 » 
11.69 » Plasmon - 1.386 « »: 479 

ld >» Fett 142.5 
33.51 » Traubenzucker = 137.4 


0.05 » Ferr. lactic. 


Im ganzen 2.400 ¢ N; 630.0 Kalorien. 


| 
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Pro Kilogramm Korpergewicht 0.25 ¢ N: 64,6 Kalorien. 
Hauptperiode. 


Gelatine mit 14.7919 N: 4.4 Kalorien 


150 cem Milch O.S821 N: 972 Kalorien 
g Stirke O.1193 » » : 

3.59 tasmon 0,426 » »; 14,7 

6.49 » Gelatine = O60 »; 28,6 

1d » Fett 142.5 > 
34.63 » Traubenzucker = 142.0) > 


Ferr. lactic. 
Im ganzen 2,400 ¢ N; 630.0 Kalorien. 
In Versuch Vf, in dem 2/5 Eiweib-N durch Leim-N 4°)» 
Tyrosin und 2,5°) Tryptophan ersetzt wurden, bestand die 


Nahrung aus: 


150 cem Mileh = 0786 ¢ N: 972 Kalorien 
Stiirke 0198 > »; 20560 
3.89 » Plasmon - O461 » >»; 15,9 
6.07 » Gelatine = 0.898 » »; 27.1 
O49 » Tyrosin = 0,038 » >»: 29 
O17 » Tryptophan = 0,084 » »; 
Fett [42.5 > 
Traubenzucker = 1394 > 


0.05 » Ferr. lactic. 
Im ganzen 2400 g N; 630.0 Kalorien 


Wie Tabelle VI, Hiindin B, aufweist, war es also nicht 
indglich, durch das Versuchstier in N- 
Gleichgewicht zu bringen. Die eiweibersetzende Wirkung des 
Leimes konnte durch Hinzufiigen von Tyrosin und Tryptophan 
nicht erhoht werden. 

In einem letzten und VIL. Versuch, den Tabelle VII, Hiindin b, 
darstellt, sollte noch gezeigt werden, ob die Hiindin, wenn sie 
sich im N-Gleichgewicht befindet, auch im N-Gleichgewicht bleibt, 
wenn Eiweib-N durch Leim-N-+- 4" 0 Tyrosin und 2,5°/o 
Tryptophan ersetzt werden. 

Obgleich in diesem VIL. Versuche neben Leim noch Tyrosin 
und Tryptophan verabreicht wurden, ist das Tier doch erheb- 
ich aus dem N-Gleichgewicht herausgekommen, was mit den Er- 
gebnissen der friiheren Versuchsreihen ([V und V1) tibereinstimmt. 
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Wihrend der Versuche waren die Hunde vollkommen ge- 
sund, und die Versuche verliefen ohne Storung. Hiindin A’ er- 
krankte jedoch kurz nach AbschluB der Versuchsreihe aus un- 
bekannter Ursache, anscheinend an einer .Gehirnaflektion, und 
starb. Die Obduktion konnte auch keine Anhaltspunkte fiir die 
Todesursache geben; namentlich waren die innern Organe yo!!- 
kommen normal. 

Wie aus den Versuchen ersichtlich ist, konnte eine Ep- 
hohung des Ersatzwertes von Leim durch die Zusiitze nicht 
erzielt werden. Nur in einer Versuchsreihe bei Htindin 
Tab. Il, k6nnte man von einer giinstigen Wirkung der Zusiitze 
sprechen. Aber auch hier in  nennenswertem Grade, 
wiihrend bei der Hiindin Bb von einer Wirkung tiberhaupt nicht 
die Rede sein kann. 

Worauf diese Unterschiede den Kauffmannschen Be- 
funden gegeniiber beruhen, kann vorliufig nicht sicher enl- 
schieden werden. Es muf jedoch darauf hingewiesen werden. 
dali die von Kauffmann getroffene Versuchsanordnung keines- 
wegs geeignet ist, seine Resultate als ganz gesichert zu he- 
trachten, da er es unterlassen hat, den Perioden mit Leim —- 
Zusiitze eleich als Kontrolle eine Periode mit Leim allein an- 
zuschliefen. Wie wenig berechtigt man ist, bei Stoffwechsel- 
versuchen friiher gewonnene Werte fiir eine spiitere Vergleiclis- 
untersuchung als immer feststehende Grundwerte zu benutzen. 
zeigen instruktivsten unsere in den Tabellen und Ill 
wiedergebenen Versuchsreihen. Obgleich sich die Hiindin unter 
vollkommen gleichen Umstiinden befand, das Korper- 
gewicht wie die Erniihrung keine Unterschiede aufwiesen, ge- 
staltete sich die Bilanz bei der Erniihrung mit ?/s Leim-N, das 
eine Mal im Mittel pro Tag zu — 0,45 g, das andere Mal, 8 Wochen 
spiiter, — 0,16 g. Hiitte man den ersten Wert bei der Priifung 
der Wirkung der Zusiitze als Grundwert herangezogen, so ware 
diese fiilschlich als ziemlich bedeutend angenommen worden. 
withrend sie mit der anschliefenden reinen Leimperiode ver- 
glichen in Wirklichkeit nur iiuBerst gering war. Wir haben es 
hier wohl mit den im physiologischen Bereich liegenden Schwan- 
kungen im Stoffwechsel zu tun, denen man bei lingerer Be- 
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obachtung an Tieren nicht selten begegnet.!) Jedenfalls ist es 
unbedingt geboten, Vergleichsperioden bei Stoffwechselversuchen 
moglichst ohne Unterbrechung, soweit das geht, einander folgen 
zu lassen. 

Auf den Selbstversuch von Kauffmann niiher einzugehen, 
ist hier nicht der Ort. Es sei nur darauf hingewiesen, dab er 
als Versuchsperson mit der nicht geringen Unterbilanz von 
— 0.97 ¢N pro Tag, also in einem partiellen Hungerzustand, 
4 den Hauptversuch ging, was eine klare beurteilung des Ver- 
suchsverlaufes nicht wenig erschwert. Das giinstige Resultat 
yon einer Durchschnittsbilanz von — 0,538 ¢ N in der Leim- 
periode gegen die Vorperiode ist nur durch die merkwiirdige 
Stickstoffretention von +- 0.54 g N am letzten Tage bedingt, 
vegen die durchschnittliche Ausscheidung von — 0,8 g N in 
den vorherigen Tagen. Es ist zweifellos, daf nach unsern Er- 
fahrungen eine noch grdbere Unterbilanz wiihrend der Leim- 
periode zu erwarten war: aber auch hier hiitte cine anschliebende 
reine Leimperiode den von Kauffmann gezogenen Schlub 
sicher stellen miissen, wenn auch der Ausfiihrung dieses Ver- 
suches gewifh grobe Schwierigkeiten entgegenstehen diirften. 

') Interessante Beobachtungen in dieser Hinsicht verdanken) wir 
der gitigen persOnlichen Mitteilung von Herrn Geheimrat Munk. 
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Tabelle I. Htindin A. 


N-Ein-' Urin- Kot- N-Aus-! 


Datum Gewicht Urin-N Kot-N Bilanz 
menge iInenge fuhr 
Mai 
10.—11. | 7350 Kot 2 OM 100 1.33 | DSE 0,25 2.16 | — 0.16 
11.—12. 7400 1,80 9) | 135 | 461 | O21 ) 1,56 


12.—13. 7400 Kot} 1,80) 125 | 1,24!) 461) 021 1,45 | 


13.—Ilt. 7450) » 1,850 38,87 0,23 | 1,58 | +-0,22 


Mai 

14.—15. | 7400 Kot} 150} 125 | 1,26! 3,81 0,23] 1,49) +001 
15.—16. | 7450 | £50) 166 125 827 O18 1,88 | +012 
16.—17. | 7450 | 1.50} 175 | 1.21 | 3,27) 013 | 1,34 | +0,16 


17.—18. 7450 Kot) 1,50) 125 | 1,23 3,27 | 0,13 | 1,36 | +014 


Mittel pro Tag...) 1,39) 4-011 


Hauptperiode. 


5 Leiun-N. 


Is.—19. 7450 Kot 150 6,00) OBI | 1.76 | — 0,26 
19, 20, 7450 150 | 160 148 | 7,07) 028) 1,76 | —026 
20.—21. 7450 Kot 1,50 | 90 | 141 | 7,07 | 0,28 | 1,69 | — 0,19 
21.22. 740 «1.00 603 028 | 128) 0.22 


22.—23. 7550 Kot) 1.50) 130 6,03) 028) 141 0.09 


23.—24. 1.50) 140 1,48 | 3,94) O11 1,59 | —0,09 
24.—25,. 7500 150 130 1,47 | 394 O19 1,66 — 0,16 


25.—26. | 7500 Kot) 1.50 120 142 | 3.94) 0,15 | 1,57 | — 0,07 


Mittel pro Tag. . .| 1,59 | — 0,09 


Vorperiode. 
Mat | 
; 
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Tabelle IL A. 


Datum Gewicht. Urin-N Kot-N Bilany 
fuhr menge menge 


25 Leim-N. 


Mar 
94, —-27. | 74950 Kot; 1,50 150 1.78 | 3.70 0.15 193 | — 0.43 
97.—28. | 7450 Kot 1.50 155 1.71 | 15,25 0.72 2 43 O43 
| 1.50 1.45 4.09 O16 Ot 
24,30, 7400 1.50 149 1.65 | —0,15 
30.—31. 7400 Kot 1.50 160 1.82 O46  —- 0.48 
T7400 1.d0 165 1.82 SD 0.23 2 ODD 
Juni 

1.—2. 7300) Kot 1.50 170 1.79 O28 2 0.53 
Mittel pro Tag. . 1500 — — 

Nachperiode. 

Juni 

2.—3. | 7350 150} 145 | 1,21 | 6,02) 018 1,39) +-0,11 
3.—4. 1.50) 1385 ) 1.25) 602) O18) 143 +0,07 


| 7400 Kot) 1,450) 140 | 127) 602 O18 14: O08 
7400 1.50 123 | 5,73 0,21 


6.—7. | 7400 Kot; 1,50; 100 | 1,11 | 5,75 | 021) 1,32 | +-0,18 


7.—8. | 7350 150) 125 120 4,50, O19 139 
7350 150 | 130 | 1,22) 450) O19 1,41 | +-0,09 


9.10. | 7450 Kot. 1,50) 1380 | 118 4,50 O19 1,37 4-013 


Mittel pro Tag. . 150; — | | — 14) -+-0,10 
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Tabelle Il, Hiindin A. 
N-Ein- Urine Kot- N-Aus- 
Datum Gewicht Urin-N —Kot-N Bilanz 
fuhr menge menge fuhhr 
Vorperiode. 

Juni 
7000 1.50 [47 2.05 54 — 0,04 
11.—12. 7100 50 203 O07 145 0,05 
(2.—13. 7200 Kot) 1.50 40 2.08 O07 1,58 —0,08 
13.—14. 7250 1.50 5.650 1.57 —0,07 
li.—15. 7500 L.d0 4) 159 95,65 O12 1451 —O,01 
15.—16. 7350 Kot 1,50 40 132 965) O12 144 +0,06 
Mittel pro Tag 

Hlhauptperiode. 
Leim-N, Tyrosin, 2,5°/0 Tryptophan. 

Juni 
16.17. 7450 Kot 1,40 70 1.61 565 | 0,12 | 1,73 | —023 
17.—18. 7450 » 6.74 1,47  +.0,03 
[8.—19. 7450 1,142 3,27, 0,13 | 1,25 | +0,25 
19.—20. 100 1.15 327 O18 128 + 0,22 
),—21. | 7500 150 | 135 3827 O18 14% -- 0,06 
21.—22. 7300 Kot) 1,50 |) 175 | 1,61 |; 3,27 | 0,3 | 1,74 | —0,25 
Mittel pro Tag 149 - O01 

Kontrollperiode. 
2/5 Leim-N. 

22.—23. | 7300 150) 149 156 3,16 | 0,12 | 1,68 | —0,18 
23.—24, 7450 180 1d7 O12 169 —OA9 
24.—25. | 7350 150 180) 1,52 316 O12 164 —O14 
25.— 26. 7300 Kot! 1,50, 155 | 1,41 316) O12, 163 —O013 
26.—27. 7350 170 154 3.05 O11 | 1,65 | —0,15 
27.—28. Kot) 150 157) 38.05 1,68 > —O018 
Mittel pro Tag 1.66 —O16 
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Tabelle IV. Hitindin A. 


Datum Gewicht Urin-N Kot-N Bilanz 
fuhr menge menge fuhr 


Hauptperiode. 


Leim-N, Tyrosin, 2,5°/o Tryptophan. 


Juni 
28.—29. 7400 100 [48 365) 013 1,61 — O11 
20,—-30. | 7500 108 15d 3,65 O18 168  —O18 
30.—I1. 7500 150) 180 1,65 | 3,65 O13 1,78 | —O0.28 
Juli 
| 7450 Kot 1,50 185 | 1,68 | 3,65) O13) 1,81 
2—3. | 7450 150 145 1,66 646 | 0,27) 1,93 | — 0,43 
3—4, |7450 Kot! 150 140 | 1.67) 646 | 0,27 194 — O44 
Mittel pro Tag . 1,79 —0.29 
Nachperiode, 
Nur Eiweif-N. 
Juli | | 
L—d. | 7400 150) 65 108 3.54 O14) 1,22 | 0,28 


5—6. 7460 Kot) 150 60 | 118) 354) O44 127 £023 
6.—7. 7450 150 65 013 1.27) 0.28 
1.—8. 7450 Kot) 1,50 66) 1,17 3,06 | O18 1,30 +020 
x.—9. 7500 150 65 280 013 1.26 4-024 


%—10. | 7500 Kot 1.40 70 133 2,80, O13 1,46 0,04 


| Mittel pro Tag . +.0,20 


ae 
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Tabelle Hiindin 


N-Ein- Kot- _ N-Aus- 


Datuin Gewicht Urin-N Kot-N Bilanz 
fuhr menge menge fuhr 
Juni 
26.—27. 9700 260 100 | 224 453 O15 239 +021 
27.—28. | 9750 2.60 0 239 443 O15 2,54 4-0,06 
28.—29. | 9750 260 100 213 4,83 O45 |) 2,28 +032 
29 —30. 9750 2.60 9) 2,06 453 015 2,21 +039 


30.—1. 9808 Kot, 100 2.22 453 0,15 | 2,387 | + 0,25 


Vorperiode. 


9750 240 95 242 390 O12, 22% 
2.—3. 9700 240 9% 2.04 390 O12 2,16) +025 
3.—4 9700 240 9 | 2,16 | 3,90 | 0,12 | 2,28 | +-0,12 
| 9700 240 100 227 890) O12 ) 2,389 +001 


9700 Kot 2.40 95 | 2,11 | 0,12 | 2,23 | +0,17 


Mittel pro Tag . 2,26 


Hauptperiode. 


Leim-N. 


Juli 

6-7. (9790 | 240] 110 | 2,65 | 3,74] 0,11 | 2,76 | —0,36 
7.—8. Kot 240 209 2.56 3.74 | O11 2.67 | —O027 
240 290 235 7,76 0,28 | 2,638 —0,25 
9750 240 230, 242 7,76 0.28 2,70 — 0.30 


9750 Kot. 180 2.24 7,76 | 0.28 2,52 —O0,12 


1.—12. 9700 240 160 | 2,27) 424) 015 | 2,42 | —0,02 
12 —13. 9650 240 240 235 424) 015 2.50) 


| 
Mittel pro Tag . .) 2,60 | —0.20 
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Tabelle VI. Hiindin Bb. 
N-Ein- Urin- Kot- N-Aus- 
Datum Gewicht Urin-N Kot-N Bilanz 
fuhr menge menge fuhir 
Hauptperiode. 
Leim-N, 4°. Tyrosin, 2,5° Tryptophan. 
Juli 
13.—14. | 9600 240 140 | 231 246 — 0.06 
t.—15. 9600 24) 220 2.59; 4.25) O15 2.74 | — 034 
[5.—16. | 9550 240 210 2.53 4.25 0.15 | 2.66 — 0,26 
16.—17. 9500 240 140 2.29 425; O15 244 —0,04 
[7.—18. | 9450 2.40 17d 237 | 425) 015 | 252 , —0,12 
l8.-19. 9450 Kot, 240 200 , 241 425 O15 2,66 | — 0,26 
Mittel pro Tag... 2.58 
Nachpertode. 
Jah 
9450 2.40) 90, 186) 434 O15 201 
20.—21. | 9500 240 1,91 | 434 O05 2,06 0,34 
21.—22. 9450 2.40 190 | 434 0,15 205 | +035 
22.—23. | 9500 2.40) 90 187 4,34 O45 | 2,02 | +0,38 
23.24. | 240) 120 1,92 | 434 015 2,07 | +033 
24.—25. | 9500 Kot! 2.40 4,34 2,06) +034 


Mittel pro Tag. 2.06 -++-0.36 


280) Rona u. Miiller, Uber den Ersatz von Eiweif durch Leim. 
Tabelle VII. Hiindin B. 

N-Ein- Urin- Kot- N-Aus- 

Datum Gewicht | Urin-N: Kot-N | Bilanz 
menge fuhr | 
Vorperiode. 
Juli | 
25,—26. 9500 170 | 1.97 538 | 019 216 | +024 
| 
| 
26.—27. 9500 240 105 2,04 5,38 019 | 2,23 | +017 
27.—28. 9500 240) 9 | 1.91 538 | 019 2,10 0.30) 
28.29, 9450 2.40} 110 | 1.92) 5,38 | 019) 241 | +0.29 
24 —30, 9450 Kot 2,40 90 | 1.860 5,38 | O19 205 | +035 
| | | | | 
Miltel pro Tag . 2,13 | + 0.27 
Hauptperiode. 
25 Leim-N, Tyrosin, 2,5°/o Tryptophan. 

Juli | 
30.31. 9500 240 | 240 | 2.72) 6,77 0,26 | 2,98 | — 05s 
31.—1. | 9450 Kot) 2,40 | 200 | 2,73 6,77) 0,26 | 2,99 | —059 
August | | 

9450 240 170 | 2,62) 556) O19 | 271 — 03) 
2—3. | 9400 240 | 185 254 | 5,56 | 2,73 — 0.33 

YHOO 2,40 165 | 2,49 | 5,56 | 019 | 2,68 - 0,28 

9500 Kot) 2,40 | 190 | 2.57 5,56, 019 | 2,76 | —036 

Mittel pro Tag . 281 
Nachperiode. 
Kiweif-N. 
August | | 
5.—6. | 9450 240 100 189 549 | 0,18 | 2,07 
6.—7. | 9450 240 90 | 5,49 O18 | 2.09 +03! 
7.—8. | 9450 80 | 185 | 5,49 | O18 | 2,03 | +- 0,37 
8.—9, | 9450 Kot! 95 | 2,11 | 549 | O18 | 2,29 | + 0,11 
| 
Mittel pro Tag . 2,12 | + 0.25 


Uber die Synthese der phosphoorganischen Verbindungen in 
abgetoteten Hefezellen. 


Von 


Leonid Iwanoff. 


(Aus dem botanischen Kabinett des Kaiserl, Forstinstitutes zu St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. November 1906.) 


In meiner Arbeit «Uber Umwandlungen des Phosphors 
in der Pflanze asw.>!) konnte ich die Tatsache konstatieren, 
daly ber der Giirung der Prebhefe in reinem Zucker die an- 
organischen Phosphate derselben organische Verbindung 
iibergehen. Diese VTatsache im Zusammenhang mit der schon 
bekannten stimulierenden Wirkung der Phosphate aul die Gairung 
des PrebBsaftes fiihrte mich zum Gedanken, die Umsetzungen 
des Phosphors bei der Gérung abgetéteter Hefe ausfiihrlicher 
zu untersuchen. Fiir meine weiteren Versuche diente mir ein 
Zvyimin-A\cetonpriiparat von Schroder (Miinchen) und das neue 
Hefepraparat «Hefanol derselben Firma.?) Zur Bestimmung der 
wuorganischen Phosphate benutzte ich fast in allen Fallen ‘Ti- 
tricrung mit Uranacetat, wie dies in Hoppe-Seyler’s «tand- 
buch der physiologisch-chemischen Analyse» (7. Auflage, 1903, 
>. 425) angegeben ist. Die UranacetatlOsungen waren der groben 
Mengen der titrierten Phosphate wegen etwas konzentrierter 
ziibereitet. Als Indikator diente Ferroeyankaliumlosuneg. 


') S. Travaux de la Société des Naturalistes de St. Pétersbourg. 
Vol. XXXIV, 1908. 

7) Aus dem Prospekt, den die Firma «Anton Schroder, Fabrik 
Hefe, Miinchen», «Hefanol» betreffend, publiziert, kinnte man 
schhiefen, dafi§ <Hefanol» eine trockene, aber Jebendige Hefe vorstellt. 
Vie mikroskopische Untersuchung und sein Verhalten gegen Anilinfarben 
nid Antiseptica zeigen aber, «Hefanol» aéhnlich dem Zyminpriiparat ist. 
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Versuch I: Je 25 1°/oiger Dinatriumphosphatlosung 
wurden in Erlenmeyersche Kolben eingegossen und zu jeder 
Portion 2.¢ Zymin und verschiedene Mengen Rohrzucker zu- 
voftigt. 

Nach eintiigigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde zi 
jeder Portion 5 com Essigsiiuremischung zugegossen, und der 
Niederschlag abfiltriert. 15 cem des Filtrates oder die Hiilfte 
des Kolbeninhaltes wurde mit Uranacetat titriert. 

Es war bein Titrieren gefunden: 

Tabelle 


com Uranlésung == 0,006 P,O.. 


Ohne Zymin Mit Zymin 


Zucker 12% of Zucker Zucker 12°. Zucker 20°%o Zucker 30 


com eem com cem cem 
a) OS 0.7 O.7 
by) 4s 0.7 O.65 OGD 


Die Tabelle zeigt, dati die mit Uranacetat reagierenden 
Phosphate bet der Giirung des Zymins stark abnehmen.?) Schon 
nach 2% Stunden geht beinahe 90°%o der gegebenen 
Phosphate in organische Verbindung fiber.  Auberdem 
zeiet die Tabelle. dai die Konzentration des Zuckers auf die 
Umwandlune sowie auf die Giirung selbst?) in weiten Grenzen 
ohne Wirkune bleibt. 

In welcher Weise die Svnthese von der Konzentration der 
Phosphate abhingt, zeigt der folgende zweite Versuch. 

Versuch I]: Whe der vorhergehende Versuch I. wurde 
auch dieser Versuch angestellt. nur die Kontrolle wurde etwas 
umgeindert. In die Kontrollkolben wurde, wie in alle tibrigen, 
2¢ Zymin zugefiigt und dann wurden sie am Anfang des Ver- 

') Dasselbe scheinen Harden und Joung, soviel ich nach dem 
Referat im Zentralbl. Bakter., I, Bd. XVH, Nr, 810, 8. 254, urteilen 


kann. beobachtet zu haben. 
E. Buehner, Die Zymasegirung, 1903. 8. 150, und besonders 
Richter, Comptes rendus des séanees de la Soc, des Naturalistes 


St. Pétersbourg, 1904. 
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suches auf siedendem Wasserbade !'/4 Stunde erhitzt. Die Kon- 
zentration der Saccharose war gleich 4°/o: der Versuch dauerte 
27 Stunden bei Zimmertemperatur. 


Tabelle If, 


Konzentration der Phosphate — 0,5 °/o 1,2 °/o 2,5 °/o 5 °'o 


a) 6,leem 105 cem 20 39,7 ecm 
Gekochte (Kontrolle) 


b)| 62 » |105 » | 20 | 39.5 
a), 12cem 2,.00cem, 1,5 cem | 7,7 ccm 
Ungekochte 
b) {1,1 o> 
Die synthe sic rte Menge P,O, 60 102 229 384 
in mg 


Die synthesierte Menge P,O, | | | 
in Prozent der Anfangsmenge 83 | ~~ 8d 92 90) 
der Phosphate 


Die Tabelle zeigt, daf die Synthese der Phosphatmenge 
beinahe proportional geht und in kurzer Zeit 83—90°/o der 
Anfangsmenge erreicht. 

In den weiteren Versuchen zeigte es sich, dai die Synthese 
uuch im Extrakt von gérendem Zymin oder Hefanol 
sehr heftig vor sich geht. Im Gegenteil zeigt der gleich- 
zeilig bereitete Extrakt von nicht giirendem Zymin evtl. Hefanol 
keine Spur von der genannten Reaktion. 

Versuch III. In demselben wurden: 5 g Zymin, 2,5 g 
Saccharose, 25 ccm Wasser und 0,5 ccm Toluol genommen. 
Nach 2#stiindiger Giirung bei 14° C. wurde die Fliissigkeit ab- 
liltriert und zu 20 ccm des klaren gelblichen, opalescierenden 
Filtrats 20cem 9°/oiger Na,HPO, zugefiigt. Nach 24stiindigem 
Stehen bei 14° C. wurde das Gemisch mit gleichem Volumen 
Wasser verdiinnt und 2 Proben von je 10 ccm zur Phosphat- 
bestimmung genommen. Nach 48 Stunden wurde noch eine 
gleiche Probe genommen. Zur Kontrolle dienten 2 Proben von 
je 10 cem Gemisch der gebrauchten Phosphatlosung in doppelter 
Verdiinnung. 

2) 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. L. 
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Tabelle IL. 


Gebrauchtes Uranacetat 

com | com 

a) 1) | 
Kontrolle 
hy) 15 

nach 1 Tage | nach 2 Tagen 

au) 7,8 
Filtrat 
b) 


Aus diesen Zahlen ist ersichtlich, 50°/o der zum 
Filtrat zugefiigten Phosphatmenge in organische Form umge- 
wandelt wurde. Dieselbe Reaktion geht auch im Hefanol, wie 
der folgende Versuch zeigt. 

Versuch IV. Es wurde genommen: 1. 2 ¢ Hefanol, 2 ¢ 
Saccharose, 25 ecm Wasser und 0.5 cem Toluol: 2. 2 @ Hefano!, 
25 com Wasser und 0.5 cem Toluol. Nach 20 Stunden wurden 
das giirende und nicht giirende Gemisch filtriert und zu LO com 
eines jeden 10 cem 9°/oiger Na, HPO,-Losung und ye ccm 
Toluol zugefitigt. 

Nach 24% Stunden gab die Titrierung von LO cem der 
beiden Fliissigkeiten folgendes: 


Verbrauchtes Uranacetat 
ccm 


Filtrat ohne Giirung . 16,4 
30 


Filtrat nach Girune ....... 

Dieser Versuch zeigt auch, daB die Synthese sogar ohne 
Giirung nur bei Anwesenheit der Girungsprodukte geht. Dat 
nieht Zucker selbst, sondern seine Zersetzungsprodukte die Rolle 
dabei spielen, zeigt folgender Versuch : 

Versuch V. Es wurde genommen: 10g Hefanol und 
100 com Wasser. Nach 2¢sttindigem Stehen bei 12° C. wurde 
die Fliissigkeit abfiltriert und das Filtrat auf solche Weise be- 


handelt: 
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10 cem des Filtrates fordern 
folgende Mengen Uranacetats 
nach 2 Tagen nach 6 Tagen 
ecm cem 
1. 10cem Filtrat, 10cem 9° oiger NagHPO,- 
Losung, 2g Saccharose, 0,4ecm Toluol 15.8 16.0 
2.10ccem Filtrat, 1Ocem 9° ciger Nag HPO,- 
Losung, 0,4cem Toluol. .. . 16,0 — 
3.10 Filtrat, LO com Wasser, 0,4c¢em 
Toluol 1,8 2.0 


Folglich findet keine Synthese statt, wenn die Zer- 
setzungsprodukte des Zuckers, die bei alkoholischer 
Giirung gebildet werden, fehlen. 

Die Natur der fraglichen Verbindung, die aus Phosphor- 
siture und Zuckerzersetzungsprodukten svnthesiert wird, be- 
treffend, kann ich nur folgende bis jetzt erhaltene Resultate mit- 
teilen. Zur Ausscheidung der svnthesierten phosphororganischen 
Verbindung benutzte ich die Methode, die Posternak!) zur 
Ausscheidung von Inositphosphorsiiure beschrieben hat. leh 
fiilirte das auf folgende Weise aus: ich nahm: 50% Saccharose, 
10 ¢ Na,HPO,-'- 12 H,O, 40 g Zymin, 11 Wasser. 

Nach 1 Uigigem Stehen bei Zimmertemperatur verbrauchten 
10 cem dieses Gemisches nur 2,3 eem Uranacetat. Nach 4 Tagen 
gab die Probe von 10 cem schon beim Zusatz vou 0,2 com Uran- 
acetat die rote Fiirbung mit Ferrocyankaliumloésung. Mit Magne- 
siamixtur gab die Probe statt der sehr charakteristischen Kry- 
stalie von Ammoniummagnesiumphosphat einen schwerfallenden 
Niederschlag, der unter dem Mikroskop als unregelmabig ab- 
gerundete KOrnchen erschien. 

Es zeigte sich also, dai der anorganische Phosphor nur 
in Spuren zurtickgeblieben war und die ganze Menge desselben 
in organische Verbindung synthesiert wurde. 

Dann wurde die Fliissigkeit abfiltriert und zum Filtrat eine 
gesiittigte Losung von Kupferacetat im Uberschub zugefiigt. Es 


') S. Comptes rendus, Vol. 137, 1903, p. 202 und Patten and Hart, 
Bulletin Nr. 250, New-York Agricultural Experim. Station 1904. 
20* 
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fiel dabei ein bliulicher, voluminéser Niederschlag. der beim 
Kochen mit Molybdiinmischung eine Reaktion auf Phosphor- 
siure zelgte. 

Das Filtrat vom ersten Kupferniederschlag gab beim 
Erhitzen noch einen Niederschlag, der beim Erkalten sich 
wieder aufldsen kann. Das Filtrat von dieser beim Erhitzen 
ausgeschiedenen Kupferverbindung zeigte nur noch geringe 
Spuren der Phosphorsiurereaktion beim Kochen mit Molybdén- 
mischung, 

Also geht beinahe die ganze Menge der organisc hen Phos- 
phorsaure bei einer solchen Fiallungsmethode im den Nieder- 
schlag iiber. 

Der so erhaltene Kupferniederschlag wurde mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt und dann vom Kupfersulfid durch Filtration 
und von Schwefelwasserstoff durch Lufteinleiten befreit. Auf 
solche Weise erhielt ich eine Fltissigkeit von gelblicher Farbe, 
siiBlichem Geruch und saurem Geschmack. Sie war spezifisch 
schwerer als Wasser und gab fast keinen Niederschlag mil 
Atheralkoholgemisch. Eine mehr oder minder leichte, dabei 
entstandene Tritbung scheint von Albumosen zu stammen, die 
dem Wuapferniederschlag beigemengt waren. Die Fliissigkeit ist 
oplisch inaktiv, beim Erhitzen wird sie gelblichbraun und beim 
Abdampfen auf heibem Wasserbade geht sie in eine schwarze 
harzige Masse uber. Die in diesem Zustande analysierte Ver- 
bindung zeigte nur Spuren von N und 14,4°% 0 P. 

beim Trocknen im Vakuum iiber Schwefelsiiure wandelt 
sich die Flissigkeit in eine dicke sirupOse Masse um, die bei 
Luftzutritt allmihlich erst eine gelblich-griine, nachher eine 
dunkelbraune Farbe annimmt. Die Fliissigkeit reduziert etwas 
Fehlinglosung und Kupferacetat schon in der Kiilte. Beim Er- 
hitzen geht die Reduktion sehr schnell vor sich. 

Beim Erwirmen auf dem Wasserbade mit Phenyihydrazin 
in essigsauerer Losung und beim nachherigen Abkiihlen scheiden 
kleine Biischel gelber Nadelchen aus, die bei 140—142° unter 
Braunfiirbung schmelzen. Sie l6sen sich leicht in heibBem Wasser 
und Alkohol und die L6sungen sind optiseh inaktiy. 

Alle diese Reaktionen zeigen, dai die Phosphor- 
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siiure in eine Aldo- oder Ketogruppen enthaltende 
Verbindung eintritt. 

Die Reaktion von Molisch mit a-Naphtol und Schwefel- 
siiure gibt die fiir Kohlehydrate charakteristische violette Fiir- 
bung mit Phloroglucin, sowie mit Resorcin und HCl eine rote 
bis braunrote Firbung. Hieraus kann man sehlieben, da’ der 
fragliche Komponent eine einfachere Aldose oder Ketose sein kann. 

Als ich die bedingungen der Synthesereaktion und Aus- 
scheidung varierte, konnte ich das Produkt mit denselben all- 
gemeinen Kigenschaften erhalten. 

Wenn die Synthese nicht bis vollstindigen Ver- 
schwinden der anorganischen Phosphate ging, fiillte ich diese 
mit Magnesiamischung und erst danach behandelte ich das Filtrat 
mit Kupferacetat. Diese Operation war ohne merklichen Ein- 
flufi auf das nachher erhaltene Produkt. Dasselbe kann man 
von der Operation sagen, die die Entfernung von Albumosen- 
spuren. erleichtert. 

Nach der ersten Ausscheidung mittels Kupferacetat) und 
HS wurde die erhaltene Fliissigkeit durch Sodazusatz alkalisch 
gernacht und mit BaCl, gefillt. Der Niederschlag wurde ab- 
filtriert, mit Wasser gewaschen und dann mit H,SO, zersetzt. 
Die so nach der Filtration erhaltene Fliissigkeit gab mit Ather- 
alkoholgemisch nur geringfiigige Triibung. 

Wenn ich weiterhin das Filtrat nach der Fillung in der 
Kiilte mit Kupferacetat auf dem Wasserbade erwirmte, erhielt 
ich noch einen Niederschlag, der nachher bei weiterer Behand- 
lung das Produkt mit 19°/o P gab. 

Endlich, wenn die Synthese nicht in Saccharose, sondern 
in Glukose- oder Livulosel6sung vor sich ging, erhielt 
ich das Produkt mit verschiedenem Phosphorgehalt : 

in Glukose 19,6 — 20°/o und 
in Liaivulose 13,4 — 14.4% 0. 

Das Glukoseprodukt gab mit Phenylhydrazin dieselben 
gelben Nadeln (Schmelzpunkt 142°), das Liivuloseprodukt aber 
die glanzenden blabgelben Bliitter, die ohne Zersetzung und 
braunfarbung bei 125° schmelzen. 


4 
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Nach den Eigenschaften der Phenylhydrazinverbindungen 
zu urteilen, miiBte man voraussetzen, daB die Phosphorsiiure 
sich mit einer Triose (Glycerose oder Dioxyaceton) oder mit 
aus dieser entstehendem Methylglyoxal verbindet. 

Wie weit diese Unterschiede im Zusammenhang mit ver- 
gorenen Zuckerarten stehen, kénnen nur weitere ausftihrliche 
Untersuchungen entscheiden. 

Die Bestiindigkeit der Verbindung gegen die Zersetzung 
ist ziemlich gro}. Beim Stehen wiihrend einer halben Stunde 
mit 5° oiger Schwefelsaiure auf dem Wasserbade kann man 
die Zersetzung kaum bemerken. Mit HNO, und NaHO im Gegen- 
teil geht die Zersetzung sehr rasch. Die Essigsiéure erzeust 
keine Zersetzung sogar bei sehr langem Erhitzen. Dieser Um- 
stand lift die Bestimmung der anorganischen Phosphate durch 
Titration mit Uranacetat als beste Methode fiir diese Zwecke 
erkennen. 

Bei dreimonatlicher Aufbewahrung in wiisseriger LOsung 
wird nur dann die Zersetzung bemerkbar, wenn ein Pilzmyce! 
erscheint. Jedenfalls muf man bemerken, die Kulturen von 
Penicillium auf dieser synthesierten Verbindung ohne andere 
organische Niihrungsquellen sehr schlecht gelingen. 

Weitere Untersuchungen iiber die Synthesereaktion, ihre 
Produkte und ihren physiologischen Wert werden fortgesetzt. 


t 


Uber die Bildung freien Stickstoffes bei der Darmgdarung. 
Von 


August Krogh. 
(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Kopenhagen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24, November 1906.) 


Vor kurzem teilte Oppenheimer?) in der vorliegenden 
Zeitsehrift eine Reihe von Versuchen tiber die Giirung des Darm- 
inhalts im Vakuum mit, durch die er zu beweisen bezweckt, 
dab kein freier Stickstolf bei solcher G&rung gebildet wird, es 
sei denn, dab sich im Darminhalt Nitrite finden. Bei der Analyse 
der betreffenden Gase fand er indes in allen Féllen einen gréberen 
oder geringeren Stickstoffrest, der zwischen 0,2 und 0.74 ccm 
oder zwischen ca. 2.5 und ca. $8°/o des Giirungsgases schwankte, 
nachdem die Kohlensiiure, die gewohnlich den weit tiberwiegenden 
Teil, 69—90°/o, betriigt, entfernt worden war. Diese «Spuren 
Stickstoff schreibt Oppenheimer teils Fehlern der Analyse, 
tells dem Vorhandensein atmosphiirischer Luft im Giirungs- 
zu, indem er einerseits auf die Moglichkeit hinweist, 
daf mit den «<groben Mengen» Sauerstoff und Wasserstoll, die 
zu den Explosionsanalysen angewandt werden, auch Stickstolf 
zugefiihrt werde, andererseits die Schwierigkeiten betont, den 
breiartigen Darminhalt vollstindig auszupumpen. 

Da die gefundenen Stickstolfreste indes wohl kaum mit 
Recht Spuren zu nennen sind, wenn die Gesamtmenge des 
Darmgases in keinem Falle bis 100 ccm betrug, und da es 
folglich zu befiirchten steht, dab die diametral entgegengesetzte 
Ansicht, es bilde sich normal bei der Darmgiirung eine geringe 
Menge freien Stickstofies, sich diese Reste zunutze machen 
konnte, wird es nicht iiberfliissig sein, Oppenheitmers Re- 
sultat durch andere Versuche zu_ stiitzen. 


') Oppenheimer, Zur Kenntnis der Darmgiirung. Diese Zeit- 
schrift, XLVI, S. 240. 
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Vor etwa einem Jahre unternahm ich anlablich einer um- 
fassenderen Untersuchung iiber die Bildung freien Stickstoffes im 
Korper') ein paar ahniiche Bestimmungen des durch Gérung 
des Darminhalts gebildeten Gases. 

Das Verfahren war folgendes: Etwa 80 ¢ des Inhalts des 
Blinddarms eines Kaninchens wurden mit etwas Wasser ge- 
mischt und durch diinne Leinwand durchgeprebt. Das Filtrat 
teilte ich in zwei Portionen, die direkt in die Rezipienten der 
Quecksilberluftpumpen itibergefiihrt wurden. Ich evakuierte und 
steigerte die Temperatur bis auf ca. 40° Am folgenden Tage 
evakuierte ich wieder und liefi darauf das Gemisch vier Tage 
lang bei 35 — 40° ungestort giiren. Die gebildeten Gase wurden 
ausgepumpt und iiber Quecksilber angesammelt. In den beiden 
betreffenden Gefiben wurden ein paar Tropfen frisch ausge- 
kochten 75°/oigen Kalis zugesetzt, wodurch die Kohlensiure 
absorbiert wurde. thre Menge wurde in beiden Rezipienten 
auf ca. 9O°%/>o der gesamten Gasmasse geschitzt. Die ca. 5, 
bezw. ca. 6 com betragenden Gasreste wurden in Haldanes 
Analysierapparate?) analysiert, indem sie mit einer genau ab- 
gemessenen Menge reinen Stickstoffs gemischt wurden. — Erst 
wurden sie auf Sauerstoff untersucht durch Absorption mit pyro- 
gallussaurem Kali.?) In beiden Proben fand sich eine geringe 
Krogh, Experimentelle Untersuchungen itiber die Ausatmung 
freien Stickstoffes aus dem Koérper. Sitzungsber. der K. Akad. d. Wiss. 
Wien. M.-n, Klasse, Bd. CXV, Abt, Il, 1906. Dieselbe Abhandlung in 
englischer Sprache. Skand. Arch. f Physiol., Bd. XVII, 8. 378. 

*) Ialdane, Some improved methods of gas-analysis. Journ. of 
Physiol., L898, Vol. XXII, p. 465—480. 

Im Widerspruch mit Oppenheimer (S. 244) ich entschieden 
behaupten, daf\ pyrogallussaures Kali, jedenfalls wenn es nach Haldanes 
Vorschrifien zubereitet wird (100 g Kalihydrat werden in 50 ecm Wasser 
gelOst, und man setzt 10 ¢ Pyrogallussiiure zu), Sauerstoff schnell und 
durchaus vollkommen absorbiert. Dagegen kann es geschehen, dafs sich 
bei der Absorption Spuren von Kohlenoxyd bilden, wenn niimlich die 
analysierte Gasmischung sehr reich an Sauerstoff ist. Man mufi deshalb 
ber Analysen Sorge tragen, daf\ keine Gasmischungen mit dem pyrogallus- 
sauren Kali in Beriithrung kommen, dessen Sauerstoffprozent mehr als 
30—40 betriigt, oder auch mufi man, wenn dies sich nicht vermeiden 
lift, das gebildete Kohlenoxyd verbrennen, wenn der griéfte Teil des 


Sauerstoffs absorbiert worden ist. 
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Menge Sauerstoff, namlich 0,010, bezw. 0,017 ccm. Darauf 
wurde eine passende Menge absolut reinen Sauerstoffes (auf 
elektrolytischem Wege aus Wasser dargestellt) zugesetzt und 
das Gemisch mittels eines gliihenden Platindralites in der hierzu 
eingerichteten Verbrennungspipette langsam verbrannt. Nach- 
dem die erzeugte Kohlensiure absorbiert und ebenfalls der 
Sauerstolfiiberschuh entfernt worden war, ergab es sich, dab 
die urspriingliche Stickstoffmenge im Analysierapparate um 0,032, 
hezw. 0.050 cem zugenommen hatte. 

Aus den Analysen 1labt sich folgende Zusammensetzung 
der urspriinglichen Garungsgase berechnen: 


Pumpe A Pumpe B 
Brennbare Gase .. . 9,91 


In Prozenten der kohlenséurefreien Reste betriigt der Stick- 
stoff mithin 0,6, bezw. 1,00. 

Diese Stickstolffmengen, die um vielmal geringer sind als 
die von Oppenheimer gefundenen, riihren gewib nicht von 
Fehlern der Analysen her, indem solche bei der benutzten 
Methode absolut nicht mehr als O,O1 betragen kOnnen, 
was ca. 0,2°/o der analysierten Mengen entspricht, und wahr- 
scheinlich noch bedeutend geringer sind. 

Der Umstand, daB auBer dem Stickstoff zugleich auch 
Sanerstoff gefunden wurde, und daB das gegenseitige Mengen- 
verhiltnis der beiden Gase, wenn man beriicksichtigt. dab die 
absoluten Mengen 0,05 cem nicht iibersteigen, so ziemlich der 
Zusammensetzung der Atmosphire entspricht, redet stark dafiir, 
dali der Stickstoff sowohl als der Sauerstoff von einer Ver- 
unreinigung mit atmosphiirischer Luft herriihrt, da absolut nichts 
darauf hindeutet, dab sich freier Sauerstoff bei der Darmgérung 
entwickeln konnte. 
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Es gibt indes keine Moglichkeit, dab nachweisbare Gas- 
mengen wiihrend der beiden ersten Auspumpungen sollten in 
den Giéirungsgemischen zuriickgehalten worden sein, indem die 
Giirungsgase, die sich fortwihrend im Darminhalte entwickeln, 
diesen sehr effektiv von allen fremden Gasen «<auswaschen> 
werden. Uberdies wiirde Sauerstoff, der auf diese Weise zu- 
rickgehalten worden wiire, ganz sicher wihrend der fortge- 
setzten Giirungsvorgiinge verbraucht werden, 

Die wirkliche Erklairung des Vorhandenseins von Sauer- 
stoff und Stickstoll in den kleinen Mengen, in welchen ich diese 
Gase fand, ist das Kindringen atmosphiirischer Luft durch Un- 
dichtheiten der Pampen. Quecksilberpumpen, die absolut luft- 
dicht’ wiiren. kenol man wahrseheinlich nicht, ich wenlgstens 


habe nie eine solche angetroffen. Hat man die Luft bis auf 


die letzie Spur ausgepumpt, so kann man gewoOhnlich am niichsten 
Tage oder jedenfalls nach Verlauf einiger Tage ein Luftbléischen 
von mebbarer Grobe gewahren. Bei den hier referierten Ver- 
suchen drangen im Laufe von 4 Tagen 0,05, bezw. 0,06 com 
Luft ein. was von einer so guten Dichtigkeit zeugt, wie sie sich 
meiner Erfabraung nach nur irgend erreichen labt. 

Ks lift sich also mit Sicherheit behaupten, dab 
in diesen Versuchen kein freter Stickstoff ber der 


Darmgiirunge erzeugt wurde, 


| 

| 

| 

| 
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Uber eine eigentiimliche Veranderung der Milch durch Natron- 
resp. Kalilauge. 
Von 


Prof. Dr. Friedrich Kriiger, in Tomsk. 


(Der Redaktion zugegangen am 1, Dezember 1906.) 


Durch ein Referat im «Biochem. Zentralblatt» (Bd. V, 
=. 302) wurde meine Aufmerksamkeit auf eine Mitteilung von 
(|. Gautier und A. Morel’) gelenkt, die mich zu nachstehenden 
Zeilen veranlabt. 

In der genannten Mitteilung handelt es sich um cine Farben- 
reaktion der Kuhimilch, die durch Zusatz von Kali- resp. Natron- 
lauge zu derselben bedingt wird. 

Gautier und Morel fanden, dai Kuhmileh auf Zusatz 
von '/5 Volumen 40°/oiger Natron- oder Kalilauge bei Zimmer- 
temperatur sich in 2% Stunden sch6n kirschrot firbt. Die 
Reaktion tritt nur allmiéihlich auf und zwar sowohl bei An- 
wendung von gekochter, als auch von roher Milch. Mit Am- 
moniak gelingt sie nicht; sie wird also nicht durch die Alka- 
linitéit als solche verursacht. Wie Kuhmilch verhiélt sich auch 
Eselsmileh und Frauenmilch. 

Weiter behaupten Gautier und More], dab zum Zustande- 
kommen der Reaktion die gleichzeiige Gegenwart eines Eiweib- 
korpers, wie Casein, und eines Kohlehydrates, wie Laktose, 
in stark alkalischer LOsung notwendig. sei. 

Veriinderungen der Kuhmilch durch WKali- resp. Natron- 
lauge, die im ganzen mit den von Gautier und Morel be- 
<chriebenen identisch sind, habe ich schon vor mehr als 12 
Jahren in Dorpat beobachtet und tiber dieselben in der Dorpater 
Naturforschergesellschaft am 10. Mirz 1894 und einige Jahre 


') Compt. Rend. de la Soc. de Biol, Bd. LX. S. 376. 
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spiiter auch in der Naturforscher- und Arztegesellschaft an der 
Universitat Tomsk Mitteilung gemacht. 

Meine Beobachtungen sind jedoch den Fachgenossen offen- 
bar unbekannt geblieben. Ich erlaube mir daher, dieselben. jp, 
folgendem kurz wiederzugeben, indem ich gleichzeitig meinen 
damaligen Untersuchungen einige weitere, im vergangenen Jahre, 
zum ‘Teil im Verein mit Herrn Dr. V. Schréppe, ausgefiihrte. 
anreihe. 

1. Gleich nach Zusatz einer gentigenden Menge Kali- resp. 
Natronlauge iindert sich das Aussehen der Kuhmilch ein wenig, 
indem sie gelblicher und zugleich dickfliissiger wird. Nach 
einiger Zeit’ beginnt das Gemisch sich in zwei Schichten zu 
teilen —- eine obere feste, gelblichweibe, undurehsichtige und 
eine untere gelblichgrtinliche, durchsichtige. Letztere verfirbt 
sich allmiihlich, indem sie zuniichst rosenrot, allendlich dunkel- 
rot, wie eine recht konzentrierte Blut- oder Hiimoglobinlosung, 
wird. Die beschriebenen Veriainderungen werden von einer deut- 
lichen Ammoniakentwicklung begleitet, die sich durch den Ce- 
ruch kundgibt. 

2. Ich gebe nun einige Versuche wieder, die angestell! 
waren, um die unterste Grenze des Laugezusatzes zu bestim- 
men, bei dem die beschriebene Reaktion noch zustande gebracht 
wird. Die Versuche sind mit frischer Kuhmilch ausgefiihrt. 


Versuch 


NallO Nach 30 Stunden Nach 44% Stunden 

Gelblich | Gelblich 

1.0" 0 Rotheh 

Rotlich Schon rot 

2.) | > > 

4.0% 0 Rot, jedoch weniger schon 
als in der vorhergehenden 

Probe. 


Sitzungsber. d. Dorpater Naturforscherges., Bd. X, 5. 432, 159+. 
(Durch ein Versehen ist ein Referat nicht zum Abdruck gekommen, son- 
dern der Vortrag nur kurz erwiihnt.) — Protokolle d. Naturforscher- und 
Arztegesellsch. an d. Universitit Tomsk fiir das Jahr 1897—1898, S. 18 


(Russisch). 
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Versuch II. 


NaHO — Nach 24 Stunden Nach 48 Stunden Nach 60 Stunden 
| 

O5°%o | Unveriindert Unverindert Schwach rétlich 

1.0°/0 | Schwach rothich Rosenrot Schén rot 

| Roétlich Hellrot 

| > Grelbrot 

6,0°o |  Weniger schon als in den vorher- 


gehenden Proben 


Versuch 


NaHO | - Nach 5 Stunden Nach & Stunden Nach 24 Stunden 
0.5%o | Unveridndert Gelbbrauan 
| Rosenrot Blutrot Dunkel blutrot 
2,0°/o 
Briiunlichrot. der | Rotbraun, der rote 
| R6tlich gelb Ton mit zunehmen- 
nehmender Lauge- 
konzentrati ib der Laugekonzen- 
| Braungelb “at bnehmend 
| nehmend tration abnehmend. 


Fasse ich das Ergebnis dieser drei Versuche. die tibrigens 


nicht unter ganz gleichen Bedingungen ausgefiihrt sind — bel 
Versuch I stand das Gemisch bei 20° C., bei Versuch II bei 
15-149 C. und bei Versuch HI ber 25—27° C. — zusammen, 


-» ergibt sich als unterste Grenze zum Zustandekommen der 
Neaktion ein Gehalt von etwa 1° NaHO. Am schonsten er- 
scheint die Firbung in den Proben, die 1—2°. NaHO 
enthalten. 

Schwankungen in dieser Beziehung werden natiirlich vor- 
commen und das darf schon aus dem Grunde nicht wunderlich 
-rscheinen, well die Milch in ihrer Zusammensetzung variert. 
vyerweise nur auf den Fettgehalt derselben., der an sich 
schon imstande wiire, die quantitative Natronwirkung zu beein- 
sussen, denn je mehr Fett dieselbe enthiilt, um so mehr Lauge 
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wiirde zur Verseifung verbraucht und somit in bezug auf die 
uns interessicrende Reaktion inaktiv werden. 

3. Die Geschwindigkeit, mit der die Reaktion er- 
folgt, wird von der Temperatur beeinfluBbt. Innerhalb 
der Grenzen von 1—d0" C. tritt die Rotfirbung der Milch 
um so schneller ein, je hoher die Temperatur ist, 
selbstredend unter sonst gleichen Bedingungen. Ein Belspic! 
sei hier angefiihrt. 

Der Milech waren 2°/o NaHO zugesetzt. 

Bei 50°C. wurde das Gemisch sehr schnell anfangs braun- 
rot, spiter deutlicher rot. 

Ber 40— 42° C. war das Gemisch nach anderthalb Stunden 
bereits blutrot. 

Bei 30—32" C. war es nach 2 Stunden deutlich rosen- 
rot, nach 38 Stunden schon blutrot. 

Jer 2O— 22" C. hatte die Milch nach 12 Stunden eine 
hell rosenrote Farbe, war nach 24 Stunden heil blutrot, nach 
34 Stunden schon blutrot. 

Bei 13—14° C. zeigte sie erst nach 24 Stunden eine eher 
merkliche rosenrote Firbung, war nach 30 Stunden deutiich 
rosenrot und nach Stunden erst hell blutrot. 

Ber 1—2° C. fing das Gemisch erst nach 72 Stunden in, 
sich rétheh zu fiirben. 

Bei Temperaturen, die etwas unter O° liegen, bleibt Milch, 
der 2°o hinzugesetzt sind, viele Tage hindurch un- 
veriindert. Bringt man das Gemisch darauf wieder auf hohere 
Temperaturen (20——25° so verhiilt es sich wie ein frisches 
Milch-Natronlaugegemisch, es fiirbt sich allmihlich blutrot, 

Beim Kochen der mit Natronlauge versetzten Milch gelit 
die Farbe von velb tiber gelbbraun in dunkelbraun iiber. kine 
nachtriigliche Rothirbung beim Stehenlassen ber 20-——25°" ©. 
habe ich nicht mit Sicherheit koustatieren kKonnen. 

Von den von mir untersuchten Milcharten) gaben cic 
beschriebene Reaktion, auber Kuhmilch, Hundemilch und Frauen- 
milch, withrend Stuteumilch, mit 2°/o NaHO> versetzt, naci 
48 Stunden bei Zimmertemperatur noch keine Spur von Lol- 
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firbung zeigte. Wie die Stutenmilch verhielt sich auch Frauen- 
colostrum, das einen Tag vor der Geburt des Kindes entnom- 
men war. 

5. Durch vorheriges Kochen oder Gefrierenlassen der Milch 
wird die Reaktion nicht beeintriichtigt: ebenso wenig durch 
Dialysieren der Milch. (Ich hatte die Milch 48 Stunden hin- 
durch gegen fliebendes Wasser dialysiert. ) 

6. Wie Milch férbt sich auch Milchserum, das ich durch 
Filirieren gesduerter Kuhmilch gewonnen hatte, durch Natron- 
laugezusatz allmahlich rot, doch ist die Intensitit der Farbung 
eine geringere. Mit Ather entfettete Milch jedoch gibt die Re- 
aktion micht, sondern fiirbt sich mit der Zeit nur braun. 

7. Bel vorsichtigem Zusatz von Essigsiiure zur filtrierten 
roten Milch beobachtet man cinen recht plétzlichen Farben- 
umschlag von rot in gelb oder gelbbraun. Bemerkens- 
werl ist merbei, im Moment des Farbenumsechlags die 
Reaktion der Fltissigkeit noch deutlich alkalisch ist (geprift 
mit Lackmus). Bei weiterem Zusatz von iindert sich 
gunichst niehts, die Farbe bleibt unveriindert und es bildet 
sich trotz saurer Reaktion noch kein bletbender Niederschlag. 
bei gré8erem Siiureiiberschub beginnt ein kiisiger fleisch- 
farbener Niederschlag auszufallen. 

Die tiber dem Niedersehlag abstehende Fliissigkeit ist 
gelb bis briiunlichgelb gefiirbt, welche Farbe wahrscheinlich 
von dureh die Lauge zersetztem Milchzucker herrihrt. 

In noch feuechtem Zustande genommen [Ost sich der ab- 
lillrierte Niederschlag in verdiinnten Alkalilaugen sehr leicht 
mit schén roter Farbe. Auf Séurezusatz zu diesen Losungen 
trilt wiederum der beschriebene Farbenumschlag ein und erst 
hei bedeutendem SiiureiiberschuB erhalt man eine Fiillung. 

Die nunmehr abstehende Fliissigkeit: ist nicht gelb ge- 
farbt, sondern wasserklar. Der Farbenumschlag von rot in 
gelb hat also nichts mit der Gegenwart von zersetztem Mileh- 
zucker in der roten Losung. zu tun. 

Es sel noch hinzugeliigt, dab beim Neutralisieren sich 
regelma&QRig ein eigentiimlicher, siiblicher Geruch bemerkbar 
macht und dai durch Kochen der LOsungen die rote Farbe 
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derselben sich nicht wesentlich andert, vielleicht nur einen Stich 
ins Braunliche annimmt. 

&. Um den Niederschlag moglichst frei von Beimengungen 
zu erhalten, verfuhr ich folgendermaben: Die durch Natron- 
lauge dunkel blutrot: gefarbte Milch wurde filtriert und zum 
ganz klaren Filtrat Essigsiure hinzugesetzt, bis sich kein Nieder- 
schlag mehr bildete. Alsdann wurde der Niederschlag aut der 
Zentrifuge moglichst schnell abgeschlagen und einmal mit dem 
10—15fachen Volumen Wasser, wiederum auf der Zentrifuge, 
gewaschen, das Waschwasser abgegossen, der Niederschlag in 
Wasser aufgeriihrt, verdiinnte Natronlauge bis zu seiner yoll- 
stiindigen Losung hinzugefiigt und das Ganze mit Wasser auf 
das urspriingliche Volumen gebracht. Darauf wurde die ganze 
Prozedur des Fiillens, Waschens, Losens usw. noch zweimal 
wiederholt und der auf diese Weise allendlich gewonnene Nieder- 
schlag auf der Zentrifuge mit etwa dem 8000— 10000 fachen 
Volumen Wasser ausgewaschen. 

Da ieh den Eindruek gewonnen hatte, als ob der Nieder- 
schlag um so schwerer léslich ist, je liinger er mit Wasser 
in Beriihrung war, versuchte ich so schnell wie moglich zu ar- 
beiten und habe daher das einzelne Zentrifugieren nicht bis 
zum klaren Abscheiden des Waschwassers fortgesetz!, 
denn die letzten Reste des fein zerriebenen Niederschlages setzen 
sich nur sehr schwer ab. Es muf darauf aufmerksam gemach 
werden, die durch suspendierte Partikelehen des Nieder- 
schlages triibe Fliissigkeit stets sauer reagiert, man mag dis 
Waschwasser wechseln, so oft man will. Es riihrt das daher, 
dab der feuchte Niederschlag saure Reaktion besitzt. 
Will man sich also davon iiberzeugen, dal in das Waschwasser 
keine Siiure mehr iibergegangen ist, der Niederschlag somit fre! 
von ilr ist, so mu man die triibe Waschfliissigkeit durch ein 
doppeltes Filter filtrieren und das Filtrat auf seine Reaktion 
untersuchen. Ich setzte das Waschen im allgemeinen solange 
fort, bis das Filtrat der Waschfliissigkeit weder Zuckerreaktion 
gab, noch sauer reagierte. 

Der auf diese Weise gereinigte Niederschlag lést sich 
nach vorhergehender Quellung in verdiinnter Natronlauge ver- 
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hiltnisméBig leicht. Die Farbe der L6ésung ist eine rote, wie 
die des Milchfiltrates. 

9, Behandelt man den mit Wasser ausgewaschenen Nieder- 
schlag mit Alkohol, so fiarbt er sich bedeutend dunkler und 
verwandelt sich zuniichst in eine klebrige, elastische, knetbare 
Masse, die beim Durchkneten mit neuen Portionen Alkohol, 
wahrseheinlich infolge von Wasserentziehung, bald hart und 
brockelig wird und sich dann leicht in einer Reibeschale zu einem 
feinen Pulver zerreiben lift. Dieses Pulver wurde zu weiterer 
Reinigung mit Ather gewaschen und dann an der Luft getrocknet. 
Ks ergibt sich ein hell ziegelrotes Pulver, das in verdiiunter Kali- 
resp. Natronlauge lOslich ist, jedoch bedeutend schwerer, als der 
Niederschlag vor der Behandlung mit Alkohol und Ather. Die 
Lisung ist von roter Farbe, jedoch mit einem Stich ins Braune. 

Auch in ammoniakhaltigem Wasser ist sowohl der feuchte 
ausgewaschene Niederschlag, als auch der mit Alkohol und 
Ather behandelte léslich, wiihrend Ammoniak, statt NaHO oder 
KHO der Milch zugesetzt, eine Rotfarbung derselben nicht herbei- 
zufiihren vermag. 

10. Bei der spektroskopischen Untersuchung des roten 
Milchfiltrates, sowie der alkalischen Loésungen des aus ihm ge- 
wonnenen und mit Wasser ausgewaschenen Niederschlages kann 
man, bei geeigneter Verdiinnung, ein ziemlich breites, aber 
schwaches und undeutliches, namentlich zum violetten Ende 
hin sehr schlecht begrenztes Absorptionsband wahrnehmen. 
Dasselbe beginnt bei der Linie C und geht bis E und dariiber 
hinaus. Es scheint seine gréfte Intensitaét etwa bei A 555—556 
zu haben. Seiner Lage nach entspricht dieses Band also dem 
Bande des reduzierten Hiimoglobins. Durch Zusatz von Schwefel- 
ammon andert sich weder die Farbe der Losung, noch ihr spektro- 
skopisches Bild. 

11. Alle Versuche, den Farbstoff zu isolieren, sind bisher 
erfolglos geblieben. 

12. Gautier und Morel sagen, dah zu dem Zustande- 
kommen der Reaktion die gleichzeitige Gegenwart von einem 
kiweibkérper (Casein) und einem Kohlehydrat (Laktose) in stark 
alkalischer Lésung notwendig sei. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. L. 21 
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Daf es sich hier um eine Wechselwirkung von Casein 
und Milehzucker unter dem Einflusse von Alkalilauge handle, 
war auch mir der niichsthegende Gedanke. Ich gab ihn jedoc, 
bald auf und im Jahre 1898 sprach ich mich in der Tomsker 
Naturforscher- und Arztegésellschaft) schon dahin aus, dat 
die Rotfirbung der Milch nicht einzig und allein durch = die 
Gegenwart von Casein und Laktose bedingt sein kénne, son- 
dern auch noch andere Bestandteile der Milch dabei in Frage 
kiimen. 

Zu dieser Uberzeugung gelangte ich auf Grund folgender 
Beobachtungen und Versuche: 

a) Sub 5. fiihrte ich an, dab Milch, welche 48 Stunden 
gegen flicBendes Wasser dialysiert war, sich Alkalilaugen gegen- 
liber venan ebenso verhielt, wie frische Milch. Zur Dialyse be- 
nutzle ich Dialysierhiilsen von Schleicher und Schiill. 

Man konnte demnach annehmen, daf Milchzucker an der 
Rotfiirbung der Mileh durch Kali- oder Natronlauge keinen An- 
teil nimmt. Es stelite sich jedoch heraus, daB die dialysierte 
Milch noch grobe Mengen Zucker enthielt. Dieser Versuch ist 
somit nicht beweiskriftig. Auch durch linger fortgesetztes 
Dialysieren gelang es mir nicht, die Milch, ohne da®B Faulnis 
eintrat, vollstiindig vom Milchzucker zu befreien, woher ich dic 
weiteren Versuche in dieser Richtung aufgab. 

b) Aus einer gréBeren Reihe von Versuchen, die ange- 
stellt waren, um die Frage zu entscheiden, ob Natron- oder 
Kalilauge in einem Gemische von Casein und Milchzucker eine 
Veriinderung hervorrufe, wie die, die wir an der Milch beob- 
achten, will ich nur zwei anftihren. 

Die Darstellung des Caseins geschah genau so, wie es von 
Drechsel in seiner «Anleitung zur Darstellung physiologisch- 
chemischer Priiparate» angegeben ist. 

Versuch |. 0.5 g¢ Casein wurden in 15 ecm Wasser aul- 
geriihrt und dann 5 com 10°,oige Natronlauge hinzugefiigt. Das 
Casein l6ste sich darin vollstiindig. Zu dieser alkalischen Casein- 
lésung wurden 4°/o Milehzucker getan und das Gemisch_ bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen. Nach 48 Stunden war es 
nur durch den zersetzten Milehzucker etwas gelblich gefarbt, 


Uber eine eigentiimliche Veriinderung der Milch usw. 301 


wihrend eine mit Milch aufgestellte Kontrollprobe nach dieser 
Frist eine schén blutrote Farbe zeigte. 

Versuch Il.) Es wurde eine Losung hergestellt, die je 
4%) Casein und Milchzucker enthielt.. Zu & cem dieser Losung 
wurden 2 ccm einer 20°/oisen Natroniauge getan: das Ge- 
misch enthielt folglich 4° 0 NaHO. Als Kontrolle dienten eine 
Casein- und eine 4°%/oige Milehzuckerlésung mit dem 
gleichen Gehalt an NaHO. Von diesen Losungen wurde je eine 
Probe bei Zimmertemperatur und bei 38— 40°C. stehen gelassen. 


Das Resultat dieses Versuches gibt folgende Tabelle wieder. 


Nach CaseinlOsung Zuckerlésung (iemisch 


A. Zimmertemperatur 


Stunden Unverindert Schwach gelblich Schwach gelblich 
24 Deutlich gelb schwach gelb 
48 Hell brauntichgelb 


B. Korpertemperatur. 


Stunden Unverdindert Braun Braun 

» braun Rotbraun 
iS » 


Diese Ergebnisse sprechen dagegen, zum Gelingen 
der Reaktion Casein und Milchzucker allein) geniigen. 

kann nicht unerwihnt bleiben, unter den Proto- 
kollen des Herrn Dr. V. Sehroppe sich eines findet, dessen 
Resultat mit den angefiihrten nieht in Einklang steht — das 
Caseinmilchzuckergemisch farbte sich rot. leh glaube das aber 
darauf zuriickfiihren zu miissen, dab in diesem Falle das Casein 
nicht geniigend rein war. 

¢) Die sub 6 mitgeteilte Beobachtung, dab sich, wie die 
Milch, auch das Milchserum durch Natron- oder Kalilauge rot 
fiirbt, deutet darauf hin, dab das Casein mcht eine conditio 
sine qua non fiir den Eintritt der Reaktion ist. Freilich fairbt 
sich das Milchserum weniger intensiv rot, als die zugehdrige 
Mich. Doch das kann dadurch erklairt werden, daB beim Aus- 

2i* 
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scheiden des Caseins mechanisch ein Teil von Milchbestan- 
teilen mitgerissen wird, die an dem Zustandekommen der Re- 
aktion mitbeteiligt sind. 

d) Die ebenfalls sub 6 erwiihnte Beobachtung, da’ mit 
Ather entfettete Milch durch Natronlauge nicht rot gefarbt wird, 
macht es wahrscheinlich, da® durch den Ather der Milch etwas 
entzogen wird, das bei der Farbenveriinderung eine Rolle spielt. 

e) Endlich fiihre ich noch einen Versuch an, in dem ich 
ein Gemisch von Eieralbumin und Milchzucker der Natronlauge- 
wirkung aussetzte. 

Zu einer 2°/oigen Eieralbuminlésung wurden 4°/o Milch- 
zucker getan und von diesem Gemisch eine Probe mit 2°/o 
und eine andere mit 3°/o NaOH bei Zimmertemperatur aufge- 
stellt. Beide Proben firbten sich zunachst gelb und allendlich 
braun, infolge Zersetzung des Milchzuckers. Von einer Rot- 
firbung war jedoch nichts wahrzunehmen. 

Alle diese Beobachtungen scheinen mir dafiir zu sprechen, 
dab die beschriebene eigentiimliche Farbenverdinderung der Milch 
nicht durch das Zusammenwirken von einem Eiweibkérper (Ca- 
sein, Albumin) und einem Kohlehydrat (Laktose) allein bedingt 
sein kann, sondern, falls diese iiberhaupt in Betracht kommen, 
gleichzeitig noch ein oder mehrere andere Bestandteile der 


Milch mit an ihr teilnehmen. 


‘ | 
| | 


Uber die glykolytischen Enzyme im Pflanzenorganismus. 
Von 
Julius Stoklasa 
unter Mitwirkung von 


Adolf Ernest und Karl Chocensky. 


Mit einer Tafel. 


¢Aus der chemisch-physiologischen Versuchsstation an der k, k. bohm. techn. Hochschule 
in Prag.) 


(‘Der Redaktion zugegangen am 3. Dezember 1906.) 


Von meinen zahlreichen Untersuchungen tiber die anae- 
robe Atmung der verschiedenen Samenpflanzen, welche in un- 
serer Versuchsstation unter Mitwirkung meiner Assistenten und 
Schiller binnen 5 Jahren ausgefiihrt worden sind, will ich heute 
foleendes berichten: 

Bei allen Versuchen bedienten wir uns besonders kon- 
strulerter Apparate!) und beobachteten alle Kautelen der Asep- 
sis. Uberdies beriicksichtigten wir nur diejenigen Resultate, bei 
welchen wir mit untriiglicher Sicherheit uns durch Gelatine- 
plattenguB sowie durch Impfung mit der Platindse in Zucker- 
bouillon diberzeugt haben, dab sie unter volligem Ausschlub 


') Siehe: «Der anaérobe Stoffwechsel der hoheren Pflanzen und 
seme Beziehung zur alkohelischen Giérung von Julius Stoklasa, 
Joh. Jelinek und Eugen Vitek, Beitriige zur chemischen Physiologie 
und Pathologie, Zeitschrift fiir die gesamte Biochemie, herausgegeben von 
Franz Hofmeister, Bd. Ill, Heft i1, Braunschweig 1903; ferner: 
‘\lkoholische Girung im Tierorganismus und die Isolierung girungs- 
erreyender Enzyme aus Tiergeweben», erster Teil von Julius Stoklasa 
unter Mitwirkung von F. Cerny, Joh. Jelinek, Eugen Simaéek und 
Fugen Vitek, Archiv fiir die gesamte Physiologie, Bd. 101, Bonn 1904. 
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von Mikroben durchgefiihrt wurden und da also die Zucker- 
riibenwurzeln (Beta vulgaris), die Kartoffeln (Solanum tuber- 
osum), Gurken (Cucumis sativus), Bohnen (Phaseolus vulgaris, 
Wicken (Vicia sativa) und Apfel (Pirus Malus) sieh in einem 
vollends bakterien- und hyphomycetenfreien Milieu) befanden. 
Auch hinsichtlich der anaéroben Bakterien haben wir uns nach 
der Methode Friinkl-Hueppe von ihrer volligen Abwesenheit 
iberzeugt. Daher kOnnen wir mit absoluter Bestimmtheit  er- 
kliiren, dafi der der anaGroben Atmung der Pilanzen- 
zclle eine unter Milchsiiurebildung vor sich gehende alkoholische 
Giiruns ist, deren Mechanismus in der Pflanzenzelle von der 
Art der in ihr vertretenen Kohlehydrate abhiingig ist. Aus all 
den gefundenen Resultaten geht sehr klar hervor, der 
anaérobe Stoffwechsel der Samenpflanzen im wesentlichen iden- 
tisch ist mit der alkoholischen Hefegirung. 

Wir finden ferner dasselbe quantitative Verhiltnis zwischen 
Kohlendioxyd und Alkohol wie bei der alkoholischen Hefegdrung. 

ich noch zur Tsolierung der glykolytischen Enzyme 
schreite, fiihre ich in’ tibersichtlicher Zusammenstellung die 
tesultate der anaéroben Atmune der verschiedenen Organe der 
Samenpilanzen an. 

Ks ist hierbei zu bemerken. dal} die Pflanzenorgane auf 
der Obertliiche sehr sorefiiltig gereinigt wurden und durch 
30 Minuten in einer 0.5 oigen Sublimatlésung sterilisiert, dann 
in sterilisiertem Wasser gewaschen, sterilisierten Zylinder 
vetan und die Eintragung derselben in die letzteren durch Ver- 
wendung der Flamme vor jeder) Mikrobeninvasion mdglichs! 
geschiitzt wurden. 

Die Zylinder wurden mit  sterilisierten, anliegenden 
Pfropten, die mit den in meinen zitierten Arbeiten beschriebenen 
Apparaten verbunden waren, verschlossen und die Verschlul- 
stelle samt den Pfropfen durch UbergieBen mit geschmolzenem 
araffin vollig undurchiiissig gemacht. Durch die Zylinder wurde 
reines Wasserstoffeas und zwar zu 10 Liter innerhalb 24 Stunden 


getricben. 
Was die analytischen Methoden zur Bestimmung vol 
Milchsiinre, Alkohol und Kohlendioxyd anbelangt, so sind die- 
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selben in meiner vorliegenden Arbeit tiber die Isolierung der 
Enzyme beschrieben. 

Und nun gelangen wir dazu nachzuweisen, dab tatsiéich- 
ich bet der anaérobeu Atmung der Zuckerrtibe etc. Milchsiiure 
entsteht. Diese Versuche wurden mit groben Quantititen von 
Zuckerriibe, sowie Gurken, Kartoffeln und Bohnen ausgefiibrt. 

Die Pflanzenorgane wurden genau sterilisiert und tn ste- 
riles destilliertes. durch Kochen von Luft befreites Wasser ge- 
iaucht. Die Pflanzenorgane der genannten Samenpflanzen ent- 
hiellen vor dem Versuche blof minimale Mengen von Milch- 
suure. 

Nach starker Girung in dem sterilen Medium — denn 
es Wurden keinerlei Mikroorganismen in denselben konstatiert — 
wurde sowohl aus dem Wasser, als auch aus den Pflanzen- 
organen durch Destillation Alkohol ausgetrieben. Zu dem Kolben- 
inhalt, bestehend aus dem Brei der Pflanzenorgane und aus 
dem Wasser, in welchem sich die betreffenden Pilanzenorgane 
befanden, wurde Kaliumearbonat bis zur alkalischen Reaktion 
zugesetzt und hierauf der Alkohol abdestilliert. 

Nach Austreibung des Alkohols wurde sodann die Loésung 
init Phosphorsiiure angesiduert und die fliichtigen Fettsiiuren mit 
Dampf ausgetrieben. 

Nach Austreibung der fliichtigen Fettsiiuren mit Dampf wurde 
hierauf in dem Kolbeninhalt die Milchsiiture pach A. Partheil 
bestimmt. 

Die Milchsiure wurde durch Tage mittels  reinen 
Athers ausgeschiittelt. welch’ letzterer in einen frischen Kolben 
zusammengegossen wurde. Nach volistindiger Ausschiittelung 
der Milchsiiture wurde der Ather abdestilliert. Der Rest wurde 
sodann mittels kalten Wassers tiber einem kleinen Filter in ein 
Fraktionskélbehen abgeschweilt, durch KOH neutralisiert und 
bis zur Trockene im Wasserbade abgedampft. Hierauf wurde 
das Fraktionsk6lbchen mit einem Nitrometer nach Lunge (ent- 
haltend eine 5° oige KOH-Loésung) verbunden, durch Hinzusetzung 
von konzentrierter H,SO, und schwachem Anwarmen die Re- 
aktion eingeleitet und das sich entwickelnde Kohlenoxyd im 


Nitrometer aufgefangen. 


306 Julius Stoklasa, Adolf Ernest und Karl Chocensky, 


Man wiischt das entwickelte Gas mit Kalilauge, um 
schweflige Saéure und Kohlendioxyd zu entfernen, und liest nach 
erfolgtem Ausgleich von Temperatur und Druck das Volumen 
des entstandenen Kohlenoxyds ab. Die auf 0° und 760 mm 
Druck reduzierten Kubikzentimeter Kohlenoxyd ergeben, mit 
0,0012507 multipliziert, das Gewicht des erhaltenen Kohlenoxyds, 

: de an die Milechsi Gleic CO CHO; 
aus dem man die Milchsiiture nach der Gleichung 28° 90,06 = 
gefundene Menge: x durch Multiplikation mit 3,216 findet. Von 
der Gegenwart der Milchsiiure haben wir uns in einem groberen 
Versuche tiberzeugt und zwar derart, dab wir die klare L6sung 
nach der Girung mit Schwefelsiiure ansiiuerten und mit Ather 
ausschiittelten. 

Der Riickstand liefert ein losliches Bleisalz, welches sodann 
in Zinklaktat iibergefiihrt wird. Das Zinklaktat wird hieraul 
verdiinntem Alkohol umkrystallisiert und dann = analysiert. 
Durch die Uffelmannsche Reaktion wurde tatsiichlich die Milch- 
siiure nachgewiesen. 

Wir beniitzten weiters zum Milchsiiurenachweis die vor- 
zugliche Methode von H. Behrens und zwar durch Bildung von 
Kobalto-Baryumlaktat. Die Formel Zn +-- 3 aqua ver- 
langt 21,99 Zn und wir haben durch einige Versuche 21,0 bis 
22.1 Zn gefunden. 

Bemerkenswert ist noch, dab die Destillate mit Alkoho! 
einer mehrfachen Destillation unterworfen wurden, wobei jedes- 
mal entweder aus der sehr schwach sauren oder sehr schwach 
alkalischen Losung die Destillation vorgenommen wurde. 

Zur Ansiiuerung des Destillates wurde 1/10o-Normalschwefe!- 
siiure, zur Alkalisierung dagegen Kaliumearbonat verwendet. 

Nach sechsfacher Destillation unter strenger Identifizieruny 
wurde ca. bis 20—25 ecm Athylalkohol abdestilliert. Der Siede- 
punkt wurde mit 78—79° C. und das spezifische Gewicht mi 
0,792 bis 0,798 bet 15° C. gefunden. 

Auberst interessant erwies sich die Verfolgung des Prozesses 
bei den verschiedenen Pflanzenorganen, wo tiberall die Milch- 
siiure quantitativ, wie bereits erwihnt, nach der Methode von 
A. Partheil bestimmt wurde. 


. 
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Ich betone hier nochmals ausdriicklich, da’ wir vor der 
anaéroben Atmung in den Organen der Samenpflanzen blo’ 
minimale Mengen von Milchséure nachweisen konnten. 

Wir haben durch mehrere Versuche konstatiert, da tat- 
sichlich bei der anaéroben Atmung der verschiedenartigen Organe 
der Samenpflanzen Alkohol und Kohlenséure Hauptprodukte sind 
und nebenbei sich immer eine gewisse Menge Milchsiiure bildet. 

1 kg Zuckerriibenwurzel, berechnet auf Trockensubstanz, 
entwickelt innerhalb 100 Stunden insgesamt bei anaérober At- 
mung bei einer Temperatur von 22° C.: 


= 3,23 ¢ 
C,H,-OH = 10,32 « 
CO, = 9,56 » 


welche Quantitaéten sowohl in der Lésung als auch in der Wurzel 
vefunden wurden. 

Wir haben weiters konstatiert, dafi 1 kg der Gurkenmasse 
in der Trockensubstanz binnen 100 Stunden der anaéroben At- 
mung nach mehreren Versuchen bei einer Temperatur von 20° C€. 


ergab: 
C,H,0, 824 g 
OH = 1420 » 
CO, == 11,26 » 


Zum Schlusse fiihre ich noch die gefundenen Daten der 
anaéroben Atmung der Erbsensamen an: 1 kg der Erbsensamen 
auf Trockensubstanz berechnet ergibt innerhalb 100 Stunden bei 
einer Temperatur von 25° C.: 


= 239 
CH,-OH 15,68 » 
CO, = 13,06 » 


Es verdient ganz besonders erwéhnt zu werden, dab die 
Versuche nur mit gut sterilisierten Gurken, Zuckerriiben und 
Krbsensamen angestellt werden sind und dah die Losung in dem 
Zylinder, in welchem die anaérobe Atmung vor sich ging, immer 
rein und niemals getriibt war. 

Weiters fiihre ich die noch nicht publizierten analytischen 
Kesultate der anaéroben Atmung verschiedener Organe der Samen- 
pflanzen an (Siehe Tabelle I, Il, If, IV und V). 


hocensk 


’ 
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Tabelle I. 


Anaérobe Atmung der Beta vulgaris. 


Temperatur 20—22° 


Nr. Dauer  Ge- Gewicht Aus- Ge Verlust an Verlust Menge 
und CO. les ge- 
bildeter Alkohols ‘ substanz | Saccharose | bildeten 
Ver- Saeccha- atmetes charose \lkohol 
Ver- Aikohol unddes nach dem | nach dem merkung 
suches) Riibe rose CO, gerechnet Versuche Versuche iir CO, 
Tage g o 0 == 100 
5 5 5 = 5 
5 PISS 1.5460 1.7537 -- — |] 113.4 
5 6 352.9 1.0221 1.2071 — 1181 
Riibe in 
6 3643 0.7396 0.7982 — — | 
Sublimat- 
lOsung 
8 351.3 59.8828 3,5160 4.2631 79390L 45.7732 6.7816.7023 11.19] 121.2 
2 10 423.9 66.3802 3.2930 3.3506 6.3114 [74928 7.56)8,1644 12.29] 101.7 
3 ? 1 413.0 5.552 10.470 [1.16103 12.83]8.7335 14.61) 98.5 


| | 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
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Tabelle IL. 


Anaérobe Atmung der Knollen von Solanum tuberosum. 
Temperatur 22—24° 


Gewicht Gewicht Menge 
des des Kat toffel Trocken- geatmetes, gebildeten 
vor dem | co. | Alkohol | Alkohols 


‘ersuches 
Versuc od CO, = 100 


| Tage | g 
210.5 64,7. | 2,846 2 33 81,4) 
6 | 6 2303 68.2 2953 3.24 109.7 
7 | 7 215.6 60.2 | 2 630 3.02 114.8 


Tabelle TIL. 
Anaérobe Atmung der Frucht von Pirus Malus. 
Temperatur 22—24° C, 


Nr Dauer Gewicht Gewicht Ausg- Menge des 
der Frucht der | Gebildeter gebildeten 
des vor dem Trocken- Alkohols 
Versuches Versuches Versuche  substanz CO, | fiir 
Crs 
216.8 34.56 1,26 122.2 
320.4 06,0 2.63 3,24 123,2 
13 6 272.9 44). 26 1.38 1.08 783 
14 6 | 280,83 45,32 1.64 148 | 90,2 


ry 
Tabelle IV. 
Anaérobe Atmung der Samen von Phaseolus vulgaris. 
Temperatur 20—21° C. 


Menge des 


Dauer (Gewicht Gewicht Aus- 

der der | Gebildeter gebildeten 
des ceatmetes 

des | vor dein Trocken- . Alkehol Alkohols 

Versuche  substanz CO, fiir 

9 | 6 205.3 176.3 5.32 5.68 106.7 

2) | 210.4 180.6 DRE 6.06 103,7 

21. | 6 107.8 92.5 2 34 2.06 


22 6 98.2 R42 198 1.96 989 
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Tabelle V. 


Anaérobe Atmung der Samen von Vicia sativa. 


Temperatur 20—22° C. 


| Dauer Gewicht Gewicht | Aus- | Menge des 
des  derSamen t “ebildeter gehildeten 
des | yordem | Trocken- | Alkohols 
Versuches Vers ‘substanz CO, | Alkehol 
S Versuche substanz | fiir 
Tage g | g g | g CO, = 100 
| | | 
33 5 108,7 89.7 1,94 | 213 | 1098 
5 1122 {| 926 | 2,08 | 2,22 
MO) 6 93.9 | 77,5 ) 244 | 1,93 | 90,1 


| 


Die anaérobe Atmung der verschiedenartigen Organe der 
Samenpllanzen geht in der Weise vor sich, indem aus der sich 
aus den Hexosen gebildeten Milchsiure Alkohol und Kohlendioxyd 
entsteht. 

Der Mechanismus der Giirung erfolgt nach der Gleichung : 


CH,OH CHOH),. COH 2 CH, - CHOH - COOH 
2 CH, -CHOH- COOH == CH, OHCO,CO,CH, 


| | 

CH, CH, - OH 
CO, = 48,9 
= 511 


Auf 100 Teile CO, entfallen 104,5 Teile Alkohol: 

Unsere gewonnenen Resultate sind wie folgt: 

Bei der anaéroben Atmung der Wurzel der Zuckerriibe 
fanden wir 113,4, 118.1, 107.9, 121,2, 101,7 und 98,5 gebildeten 
Alkohols. 

Die Mengen des gebildeten Alkohols bei der anaéroben 
Atmung der lKartoffe! sind folgende: 81,9, 109,7 und 114,%. 

Bei der anaéroben Atmung der Apfel konnten wir 122.2, 
123.2, 78,3 und 90,2 gebildeten Alkohols konstatieren. 

Bei der ana@roben Atmung der Bohne waren nachstehende 
Mengen des gebildeten Alkobols vertreten: 106,7, 103,7, 55 
und 98,9. 

Bei der anaéroben Atmung der Wicke konnten wir LO9.>, 
106.7 und 90,1 gebildeten Alkohols nachweisen. 
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Aus den hier angefiihrten Resultaten geht in der 
Mehrzahl hervor, dali der anaérobe Stoffwechsel der 
verschiedenartigen Organe der Samenpflanzen im 
wesentlichen identisch ist mit der alkoholischen 


Girung. 
Il. 


Um die Intensitiit der aéroben und anaéroben Atmung 
erfrorener Pflanzenorgane festzustellen, haben wir uns der Ab- 
totungsmethode durch niedrige Temperatur von W. Palla- 
din, S. Kostytschew, Friulein T. Krasnosselsky usw. 
hedient. !) 

In einen grofen Zylinder von 1 Liter Inhalt wurden die ab- 
gewogenen, frischen, reinen, ganzen (nicht zerriebenen) Pflanzen- 
organe gebracht, mittels Kautschukpfropfen verschlossen und 
in einem GefiéB mit Kiltemischung 24 Stunden belassen. Die 
durchsehnittliche Temperatur wihrend der vorerwiihnten Zeit 
betrug —18° bis — 25°C. Der Frierprozeb verlief in einem kalten 
Zimmer einer Prager Eisanstalt. Die erfrorenen Pflanzenorgane 
wurden sodann in andere sterile Zylinder von gleichem Inhalt 
geschafft und mit 15 g Toluol benetzt. 

Den hohen Zylinder von 7—8 cm Durchmesser schliebt 
ein gut dichtender Kautschukpfropfen, der 4 em = tief in den 
Zylinder hineinragt. 

Durch den zweimal gebohrten Pfropfen fiihren zwei Glas- 
rohren, von denen die zuleitende bis zum Boden des Zylinders 
reicht, wiahrend die ableitende des Liebigschen Kiihlers den 
unteren Rand des Pfropfens um 5 em iiberragt. 

Die Gase passieren nach dem Austritt aus dem Zylinder 
zuerst einen Winklerschen Absorptionsapparat, welcher. sich 
in einem eiskalten Gefiif befindet, um die Toluoldiimpfe, welche 
sich in dem Liebigschen Kihler nicht kondensiert haben, auf- 
zufangen, ferner zwei 25 cm hohe, 2,5 cm weite U-R6éhren 


') W. Palladin, Die Arbeit der Atmungsenzyme der Pflanzen 
unter verschiedenen Verhaltnissen, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, Heft 


4,5 und 6, 1906. 
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mit Kupfervitriolbimsstein, weiters ein drittes U-formiges Rohr, 
welches Chiorcalcitum enthilt, das hiiutig erneuert wird. Das 
vollig getrocknete Kohlendioxyd passiert zuerst eine U-Rohre. 
welche mit ausgegliihtem Natronkalk gefiillt ist, sodann den 
mit Kaliumhydroxyd gefillten Geiflersechen Apparat. Um die 
aus diesem entweichende ganz unbedeutende Menge Wasser 
und CO, aufzufangen, sind weiter mit festem Waliumhydroxyd 
und Caleiumchlorid gefiillte U-Rohren vorgelegt. Weiter. riick- 
wiirts befindel sich noch ein U-formiges Schutzrohr, be- 
stimmt, in der Luft enthaltendes Kohlendioxyd (und Feuchtig- 
keit) abzuhalten. Es ist mit Calciumchlorid und Kaliumhydroxyd 
gefiillit und mit dem Aspirator verbunden. Die oben erwilnten 
U-Rohren sowie der Geisslersche Apparat wurden vor und 
nach dem Durchleiten der Gase gewogen. Nattirlich wurde bei 
der anaéroben Atmung der Wasserstoff aus den Absorptions- 
apparaten durch CQO,-freie Luft ausgetrieben. 

Die Pfropfen der Zylinder wurden durch Ubergieben mii 
geschmolzenem Paraffin voilig undurchléssig gemacht. 

Um den Nachweis zu liefern, dab in dem Absorptions- 
apparat keine Toluoldaémpfe vorhanden waren, wurde nach 
wiegen desselben CO,-freie Luft durch die Absorptionsapparate 
durchgeleitet, und sodann die Apparate nochmals abgewogen. 
Durch den Zylinder wurde per Stunde 1 | keim- und kohlen- 
dioxydfreie Luft, oder eventuell reiner Wasserstoff hindurcli- 
geleitet. 

Unsere hier deutlich beschriebenen Versuche wurden mit 
Zuckerriive (Beta vulgaris) und mit Kartoffel (Solanum tuber- 
osum) ausgefiihr’ und zwar lieben wir separat die Wurzel und 
separat das Blattwerk gefrieren. Von den Kartoffeln benititzten 
wir die Knollen., 

Aus den angeschlossenen Tabellen V1, VII, VIII, IX. \, 
XI, NU und NUT ist die Atmungsintensitét der gefrorenen Or- 
gane haarklar ersichtlich. 

diesen hier angefiihrten Versuchen ist noch zu be- 
merken, dab wir das ausgeatmete Kohlendioxyd so lange be- 
stimmten, bis die Menge auf ca 1 mg gesunken ist. 
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I. Versuch. Tabelle VI. 
Versuche mit Zuckerriibe. 
Nach 92 Vegetationstagen. 
Gewicht des erfrorenen Blattwerkes = 112 g 


Trockengewicht . . . . . . . = 41415» 
Luftstrom. — Temperatur 22—24° C€. 
Dauer Menge des CO, Menge des CO, Menge des CO, 
des CO, in mg iInmgin Stunde in meg in Stunde 
Versuches auf 100 ¢ | auf 100 ¢ auf 100 ¢ 
in in mg frische Substanz) frische Substanz Trockensubstanz 
Stunden | berechnet =| — berechnet berechnet 
24 1991 177,8 | | 58.6 
24 56,1 50,1 | 21 16,5 
4 8.8 79 | 20) | 15,5 
14 11,5 10,1 0.7 | 5,7 
6 10,1 90) | 1,5 11.8 
i8 17,8 15,9 | 09 | 69 
25 19.9 | 17.8 | 0,7 | D6 
115 | 3231 2884 | 25 | 19.8 
Tabelle VIL. 
Versuche mit Zuckerriibe. 
Nach 92 Vegetationstagen. 
Gewicht der erfrorenen Wurzel = 70 — g 
Trockengewicht . . . . . == 15,84 » 
Luftstrom. — Temperatur 22—24° C. 
Dauer Menge des CQ, | Menge des CO, Menge des CO, 
des auf 100 m1 Stunde anf in Stunde auf 
Versuches frische Substanz ‘100g frische Sub- 100 g Trocken- 
in berechnet | stanz berechnet subtanz berechn. 
Stunden in mg | in meg m mg in mg 
24 39,6 56.6 2.4 10,4 
24 133 19.0 | 0.8 | 3D 
4 15 | 24 | 0.5 2 
14 84 | 12.0 | 0.9 3.8 
6 4,0 5,7 0,9 4,2 
18 79 | 11.3 0.6 2,7 
40) 74,7 | 1067 118 | 


' | 
: 

q 
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I. Versuch. Tabelle VIII. 


Versuche mit Zuckerriibe. 
Nach 92 Vegetationstagen. 
Gewicht des erfrorenen Blattwerkes = 159 ~~ g 
Trockengewicht . ..... . = 20,08 > 


Wasserstoffstrom, — Temperatur 22—24° C, 


Dauer | . Menge des CO, Menge des CO, Menge des CO, 
co, | in mg inmg in 1 Stunde i in mg in 1 Stunde 
Versuches auf 100 g auf 100 g | auf 100 g 
in in mg  frische Substanz frische Substanz Trockensubstanz 
Stunden | | berechnet | berechnet 
24 51.3 | 2.1 | 16,9 
2400 443 27,9 | 1,2 | 9,2 
4 20 | 1,3 | 0.3 | 2.5 
14 12.3 79 | 0,6 | 4,3 
6 | oo | 0,0 | 0,0 | 0,0 
18 1b 0,9 | 0,05 | 0,4 
90 89.1 | 0,99 | 7,8 


Tabelle IX. 
Versuche mit Zuckerriibe. 
Nach 92 Vegetationstagen. 


Gewicht der erfrorenen Wurzel == 116,2 g 
Trockengewicht . . . . = 263 » 
Wasserstoffstrom. — Temperatur 22—24° C. 

Dauer — | Menge des CO, Menge des CO, | Menge des CO, 

des | CO, | in mg in 1 Stunde auf in 1 Stunde auf 
Versuches. auf 100 g 100 gfrische Sub-| 100 g Trocken- 
in mg frische Substanz_ _stanz_berechnet substanz berech- 
Stunden | _ berechnet | in mg | net in mg 
i 
24 B95 34,0 | 14 6,2 
24 | 66 | 5,7 | 0,2 1,04 
4 OD | 0,4 | 0,1 0,5 
14 27 | 23 | 0,2 0,7 
6 03 | 0,3 | 0,05 | 0,2 
iS 1,3 | 0,07 0,3 


90 | 611 | 43,97 0,48 
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Il. Versuch. Tabelle X. 
Versuche mit Zuckerriibe. 
Nach 107 Vegetationstagen. 


Gewicht des erfrorenen Blattwerkes == 62) g 
. . . « « » Of» 
Luftstrom. — Temperatur 22—26,1° C. 
Dauer Menge des CO, Menge des CO, Menge des CO, 
des CO, in mg in mg in 1 Stunde in mg in 1 Stunde 
Versuches, auf 100 gs auf 100 g auf 100 g 
in in frische Substanz frische Substanz Trockensubstanz 
Stunden berechnet berechnet 
6 445 71.8 | 11,9 81,5 
18 26,5 | 42.8 | 2,3 | 16,2 
24 26,0 419 | 1,7 | 119 
24 13,5 21.8 | 0.9 | 6,2 
Q4 12.6 | 20,3 | 0,8 | 5,8 
| | | 
96 123.1 198,5 2,06 14,09 


Tabelle XI. 
Versuche mit Zuckerrtibe. 
Nach 107 Vegetationstagen. 


Gewicht der erfrorenen Wurzel = 60 g 
Trockengewicht. . ... . == 138» 
Luftstrom. — Temperatur 22—26,1° C. 
Dauer Menge des GO, Menge des CO, Menge des CO, 
des | CO, in mg in mg in 1 Stunde in mg in f Stunde 
Versuches | auf 100 gs auf 100 g auf 100 ¢ 
in in mg  frische Substanz | frische Substanz Trockensubstanz 
Stunden berechnet | berechnet 
6 10.5 | 17,5 2,9 | 13,6 
18 65,1 | 108.5 | 6,0 | 28.2 
24 47,0 | 78,3 | 83 | 15,3 
| | | 
24 10 | 1,7 0,07 0,3 
| | 
72 123,6 | 206,0 2,9 | 13,4 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. L. 22 
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Il. Versuch. Tabelle XII. 
Versuche mit Zuckerriibe. 
Nach 107 Vegetationstagen. 


Gewicht des erfrorenen Blattwerkes == 77 g 
Trockengewicht .-. . . . . . == 11,4 » 
Wasserstoffstrom. — Temperatur 22—26,1° C. 

Dauer | Menge des CO, Menge des CO, | Menge des CO, 

des co, in mg in mg in 1 Stunde in mg in 1 Stunde 
Versuches auf 100 g auf 100 gs auf 100 ¢ 
in in ing frische Substanz frische Substanz Trockensubstanz 
Stunden | berechnet berechnet 
| | | | 
6 | 18.5 24.0 40 | 27,1 
| 
18 27,7 35.9 1.9 13,5 
2h 22.0 28 65 12 8.0 
24 5,0 6,5 | 0,3 | 1,8 
| | 
72 95,1 1.3 8,9 
Tabelle XIII. 
Versuche mit Zuckerriibe. 
Nach 107 Vegetationstagen. 

Gewicht der erfrorenen Wurzel 60 ¢ 
Trockengewicht. . . == 12,8 » 
Wasserstoffstrom. — Temperatur 22—26,1° C. 

Dauer | Menge des CO, Menge des CO, | Menge des CO, 
des |» CO, in mg in mg in 1 Stunde in mg in 1 Stunde 
Versuches! auf 100 g anf 100 auf 100 

in inmg frische Substanz frische Substanz | Trockensubstanz 
Stunden | berechnet berechnet 
| | | 
6 16,5 27,5 1 4,6 | 21,5 
Is | 29,0 483. | 27 | 12.6 
24 | 11,5 19.2 | 0,8 | 3,7 
149 1,0 | 4,9 
2% | 6,4 10,7 | 04 | 24 
| | 
9% | 783. | 130,5 | 1.4 | 63 
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Durch das Erfrieren erstreckt sich der Atmungsprozeb blob 
auf einige Tage. Wir fanden in aérobem Zustande die groBbte 
Intensitiit der Atmung binnen 48 Stunden. Dann sinkt sie all- 
miiblich und nach 100 Stunden finden wir dann schon nur 
ganz minimale Quantititen ausgeschiedenen Kohlendioxyds. Bei 
anacrober Atmung sinkt die Intensitiét der Abscheidung des 
Kohlendioxyds viel rascher. Die groBte Energie fanden’ wir 
binnen 24 Stunden, sodann sinkt sie allmiihlich und gegen 
100 Stunden hort sie vollst&éndig auf, 

Wie wir weiters sehen werden, wird die Atmungsintensitat 
bei der anaéroben Atmung neuerdings wieder hervorgerufen, 
wenn wir den Wasserstoffstrom durch Lultstrom ersetzen. 

— Das Blattwerk der Zuckerrtibe der ersten, sowie zweiten 
Versuchsreihe atmet in aérobem Zustande natiirlich viel ener- 
gischer als in anacrober Weise. 

Wir fanden, dal die Menge des Kohlendioxyds auf 100 g 
Trockensubstanz berechnet in einer Stunde durchschnittlich 
19.8 mg betrigt. Wasserstolfstrom, also in anaérober At- 
mung, konnten wir durchschnittlich in einer Stunde 7,8 mg 
Kohlendioxyd konstatieren. 

In der zweiten Reihe der Versuche betrug die Menge des 
Kohlendioxyds auf 100 g Trockensubstanz berechnet in einer 
Stunde im Luftstrom 14 mg, im Wasserstoffstrom 89 mg. 

Was die Atmung der Wurzeln anbelangt, so belief sich 
die Menge des Kohlendioxyds auf 100 ‘Trockensubstanz be- 
rechnet binnen einer Stunde bei der ersten Versuchsreihe im 
Luftstrom auf 5,2 mg, iin Wasserstoffstrom auf 2,15 mg. 

Bei der zweiten Versuchsreihe betrug die Menge des Kohlen- 
dioxyds auf 100 ¢ Trockensubstanz berechnet innerhalb einer 
Stunde im Luftstrom 13.4 mg, im Wasserstoffstrom 6,3 mg. 

Die obenangefiihrten Zahlen zeigen uns, dal das gefrorene 
Blattwerk viel energischer atmet als die Wurzeln der Zucker- 
riibe, was iiberdies mit den ungefrorenen Organen der Zucker- 
riibe im vollen Einklange steht. 

Man mochte glauben, dab durch den Gefrierprozeb 
der Organe der Zuckerriibe die Atmungsintensitit der- 
selben ungemein sinkt, wie aber aus den hier ange- 

22% 
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fiihrten Daten der ,Experimente zu ersehen ist, be- 
stehen keine grofen Differenzen. Nur ist die Atmung 
sehr kurz! 

Die Atmungsintensitit des Blattwerkes der nichtgefrorenen 
Zuckerriibe nach 92 Vegetationstagen bei 22° C. auf 100 ¢g 
Trockensubstanz berechnet bei aérober Atmung beziffert sich pro 
Stunde auf 28 mg CO,, bei anaérober Atmung auf 11 mg CO,,. 

Die Atmungsintensitiit der ungefrorenen Zuckerriibenwurzel 
auf 100 ¢ Trockensubstanz berechnet bei 22° C. nach 92 Vege- 
tationstagen ber aerober Atmung pro Stunde beléuft sich auf 
11 mg, bei anaérober Atmung auf 6 mg CQ,. 

Bei der Atmung des gefrorenen blattwerkes fanden wir im 


ersten Falle folgenden Quotient : a 0.39, im zweiten 
a 
An 
Falle einen solchen 0.63. 


Bei den gefrorenen Zuckerriibenwurzeln finden wir nach- 
stehende Verhiiltnisse: 
Bei der Atmung der Wurzel der Zuckerriibe ergab sich 


An 

im ersten Falle nachstehender Quotient: y= 041, im 
An 

zweiten Falle ein solcher 0,47. 


Durch unsere zahlreichen Untersuchungen haben wir gefun- 
den, dab das Verhiiltnis zwischen der anaéroben und aéroben At- 
mung der verschiedenartigen ungefrorenen Zuckerriibenwurzeln, 
und zwar immer bei ein und derselben Wurzel bei drei verschiede- 
nen Temperaturen 1—38°, 18 —20° und 30 —32”C. konstant bleibt. 

Bei allen Atmungsexperimenten mil frischer Riibe_ bei 


An 
verschiedenen Temperaturen hat sich ein Quotient von NO 


= 0,358 bis 0,6 erwiesen. 
Bei unseren Versuchen mit gefrorener Zuckerriibe ergab 


An 
sich ein Quotient von 0,39 bis 0,63. 


Wir ersehen daraus, daf die anaérobe zu der 
aéroben Atmung fast in demselben Verhiltnisse steht 
wie bei den nicht gefrorenen Pflanzenorganen. 
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Das Konstantbleiben des Quotienten der anaé- 
roben und a@éroben Atmung hat sich auch bei den ge- 
frorenen Organen der Zuckerriibe erwiesen. 

Von grober Wichtigkeit ist weiter, zu erforschen, ob sich 
bei der anatroben Atmung der Organe der Samenpflanzen_ tat- 
siichlich Alkohol gebildet hat. Palladin und NKostytschew 
haben laut ihrer neuesten Arbeit, betitelt’ Anaérobe Atmung, 
Alkoholgirung und Acetonbildung bei den Samenpflanzen» 
in der ‘Tat Alkohol konstatiert. 

Sie dubern sich daselbst wie folgt: 

«Bei der anaéroben Atmung lebender und erlfrorener Erbsen- 
sumen, Ricinussumen und Weizenkeime tindet eine betriicht- 
liche Alkoholbildung statt. Die ana@robe Atmung dieser Ob- 
jekte ist also zum groften Teil Alkoholgirung. Dureh das bei 
unseren Versuchen in Anwendung gebrachte Gefrieren wurden 
die genannten Pflanzen getotet, die in ihnen betindliche Zymase 
wurde jedoch nicht zerstort». 

Die Ergebnisse der vorerwihnten Forscher konnen 
wir in der Weise bestiitigen, dab tatsiichlich Zymase 
und Lactacidase durch das Gefrieren nicht zerstoért 
wird, aber thr Bestehen in voller Aktivilét nur so 
kurz ist, dab sie nieht mehr isoliert werden kann. 
[ns ist es bisher noch nicht gelungen, aus den er- 
frorenen Pflanzenorganen das Rohenzym Zymase zu 
isolieren, 

Palladin und Kostytschew bestimmten Alkohol 
nach der anaéroben Atmung in den Pilanzenorganen in der 
Art, indem sie durch mehrfache Destillation und = durch den 
Scheidetrichter das Toluol abtrennten. Die Menge des gebil- 
deten Alkohols wurde aus dem spezifischen Gewicht des vierten 
beziehungsweise fiinften Destillates ermittelt. Zur Identifizierung 
des Athylalkohols bedienten sie sich der Methode Berthelot 
und der Jodoformprobe von Miintz. Nun folgen die Resultate 
unserer Versuche: 

Zur Bestimmung des Alkohols haben wir 6fache Destil- 


') Diese Zeitschrift, 1906, Heft 3 und 4. 
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lationsmethode angewendet und den Alkohol in dem gut kali- 
brierten Pyknometer von Reischauer-Aubry gesammelt. Um 
den Athylalkohol qualitativ nachweisen zu kénnen, beniitzten 
wir foleende Reaktionen: 

Ks wurde die zu untersuchende Fliissigkeit mit H,SO, 
und K,CrO, in bestimmtem Verhiiltnis versetzt, destilliert und 
das Destillat in Fraktionen aufgefangen. Die Oxydationsprodukte 
sammelten wir sodann in mittels Eis gekiihltem Wasser unter 
Beriicksichtigung der entweichenden Kohlensiiure, welch letztere 
in Absorptionsapparaten aufgefangen wurde. 

Die Produkte der Oxydation des Alkohols und zwar Al- 
dehyd, Essigsiiure und Kohlendioxyd wurden sodann qualitativ 
nachgewlesen, 

Zur Bestimmung des Aldehyds verwendeten wir eine am- 
monlakalisch-alkalische Silberl6dsung, welche schon von Spuren 
von Aldehyd reduziert wird. 

Wir beniitzten noch andere Methoden zum weiteren Nach- 
wels des Aldehyds und zwar: 

1. Die Bildung von Aldehydharz durch Erhitzen mit kon- 
zentrierter NaOH. 

2. Die Reaktion mit Nesslers Reagens nach Crismer und 

3. Die Jodoformprobe nach Lieben. 

Wir haben in der angegebenen Weise von Palladin und 
Kostyvtsehew die Versuche wiederholt und gefunden, daf das 
Toluol sich ziemlich gut abtrennen 

Aufberdem stellten wir aber noch weitere Versuche mit Sub- 
limat sterilisierten Zuckerriibenwurzeln und Kartoffelknollen an. 
Die Zuckerriibenwurzeln und Kartoffelknollen wurden bei einer 
Temperatur von — 25° in einer Kéltemischung 24 Stunden stehen 
gelassen. Hierauf wurden die Zuckerriibenwurzeln und Kartoffel- 
knollen in Wasserstoffstrom 48 Stunden belassen und mittels 
den hier bereits erwiihnten Methoden sodann das Kohlendioxyd 
und der Alkohol bestimmt. 

Hier konnten wir nachstehende Resultate konstatieren : 
Bei der anaéroben Atmung in Toluoldimpfen: 

Blattwerk der Zuckerriibe im Gewichte von 159 g 

Ausgeatmetes CO,. . . == 141,8 mg 
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Menge des gebildeten Alkohols . . . . = 129.8 mg 
Zuckerriibenwurzel im Gewichte von . . 60 
Ausgeatmetes CO, . 78,3 my 
Menge des gebildeten Alkohols. . . . . = 74,3 mg 
Anaérobe Atmung der durch Sublimat sterilisierten Wurzel der 


Zuckerriibe: 


Gewicht der Wurzel. 
Menge des gebildeten Alkohols . . = 293 mg 
Gewicht der durch Sublimat sterilisierten Kartoffel — 352 g 


Menge des gebildeten Alkohols . . . 0,393. » 
Es ist hier noch zu erwiihnen, wir die kleinsten 
Mengen Alkohol, welche sich vor dem Versuche im Blattwerke 
sowie In der Wurzecl der Zuckerriibe und Kartoffelknollen vor- 
faunden, bei der anaéroben Atmung von der Gesamtmenge des 
Alkohols abgezogen haben. Im nichtgefrorenen Blattwerke waren 
blob Spuren von Alkohol vorhanden. Inder Wurzel der Zuckerriibe 
wurde nach mehreren Bestimmungen pro 1 kg frischer Substanz 
26 mg Alkohol gefunden. In den Knollen der Kartoffeln konnten 
wir pro 1000 g frischer Substanz 14 mg Alkohol konstatieren. 

Auf das Vorhandensein des Alkohols in den gefrorenen 
Riibenwurzeln haben schon Strohmer und Stift!) darauf auf- 
merksam gemacht. Sie sagen in ihrer Abhandlung folgendes: 

«Dab die Tiitigkeit der Enzyme der Riibenwurzeln durch 
das Gefrieren, wenigstens innerhalb der in unseren Versuchen 
eingehaltenen Temperaturgrenzen, nicht eingestellt wird, zeigt 
auch der Umstand, daf in allen gefrorenen Riiben die Anwesen- 
heit von Athylalkohol, dessen Bildung ja mit Enzymtitigkeit 
in ursiichlichem Zusammenhange steht, nachgewiesen werden 
konnte. » 

Die nachstehenden Zahlen zeigen uns die Verhiiltnisse 
zwischen dem gebildeten CO, und Alkohol. Die Menge des 


') Strohmer und Stift, «Uber den Einfluf des Gefrierens auf die 
Zusammensetzung der Zuckerriibenwurzel»>, Osterr.-ungar. Zeitschrift fiir 
Zuckerindustrie und Landwirtschaft. Heft VI, Wien 1904. 
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Alkohols, wenn CO, = 100 ist, belauft sich bei der anaéroben 
Atmung des Blattwerkes der Zuckerriibe 

bei der Zuckerriibenwurzel im ersten Falle 

bei der Zuckerriibenwurzel im zweiten Fatle 

bei der anaéroben Atmung der erfrorenen 

Kartoffel auf. «88,97 mg Alkohol. 


Aus den Resultaten unserer Beobachtungen er- 
kennen wir, dai die anaérobe Atmung der erfrorenen 
Organe der Samenpflanzen und zwar des Blattwerkes, 
sowie der Wurzel der Zuckerriibe und der Knollen 
der Kartotfel eine alkoholische Girung ist. 

Wenn bei der anaéroben Atmung die Menge des ausge- 
schiedenen Kohlendioxyds auf ein minimales Quantum sinkt, 
wir sodann den Wasserstoffstrom durch Luftstrom ersetzen, so 
wird neuerdings Kohlendioxyd durch die Oxydationsprozesse 
ausveschieden, welches wir tiberdies aus Tabelle XIV und XV 
ersehen. 

Wir haben die in Tabelle XI und XIII spezifizierten Ver- 
suche mit Zuckerrtibe in der Weise erganzt, indem wir nach 
der anacroben Atmung Luft durch die Versuchszylinder passieren 
lieben. Die Menge des ausgeatmeten Kohlendioxyds beim Blatt- 
werk auf 100 2 frische Substanz, berechnet binnen 96 Stunden, 
stieg auf [66,1 mg, bei der Wurzel auf &1,5 mg innerhalb der- 
selben Zeil. 

Wir sehen daher, dali sich die Menge des ausgeatmeten 
Kohlendioxvds beim Blattwerk auf LOO g Trockensubstanz be- 
rechnet pro Stunde auf 11,7 mg, bei der Wurzel auf 4mg_ be- 
zilfert. 

Dieses Experiment bestiitigte uns dieselbe Erscheinung, 
welehe sich bei den ungefrorenen Organen abspielt. 

W. Palladin hat mit seinen Mitarbeitern in dem pflanzen- 
physiologischen Institut der Universitit St. Petersburg sich einer 
Methode bedient, welche den Zweck hatte, den Charakter der 
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Ill. Versuch. Tabelle XIV. 
Versuche mit Zuckerriibe. 
Gewicht des erfrorenen Blattwerkes = 77 g 
Trockengewicht . . . . = 
Luftstrom. Temperatur 19,1—22,2° C. 
Dauer | Menge des CO, Menge des CO, Menge des CO, 
des CO, in mg inmg in 1 Stunde in mg in I Stunde 
Versuches auf 100 ¢ auf 100 ¢ auf 100 ¢g 
in in mg frische Substanz frische Substanz Trockensubstanz 
Stunden berechnet berechnet berechnet 
22,1 28.7 4s 32,5 
17 52,2 67,8 4.0 26.9 
25 | 289 37,5 10,1 
24 19.1 24,8 1.0 69 
24 5.6 73 0.3 20 
96 | 1279 1661 17 11,7 
Tabelle XY. 
Versuche mit Zuckerriibe. 
Gewicht der erfrorenen Wurzel —= 60 
Trockengewicht. . ... . =128>»> 
Luftstrom. — Temperatur 19,1—22,2° ©. 
Dauer Menge des CO, Menge des CO, Menge des CO, 
des co, | in mg in mg in 1 Stunde in mg in 1 Stunde 
Versuches auf 100 ¢ aut 100 © auf 100 ¢ 
in in mg  frische Substanz frische Substanz Trockensubstanz 
Stunden berechnet berechnet berechnet 
6 23 15,2 2,5 11.8 
17 10.4 47,2 1.0 
2+ 6.6 11,0 OD 2.2 
24 11,7 195 0.8 3.8 


| 48.9 5 
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Atmungsenzyme niher zu beleuchten, und zwar geschah dies 
auf Grund der Arbeiten von Bertrand, Chodat und Bach.') 

W. Palladin iiuBert sich in seiner letzten Arbeit) in 
nachstehender Weise : 

‘Indem ich mich der Theorie von Chodat und Bach 
anschliebe, vermute ich, dab die durch Pyrogallol angeregte 
Kohlenséureausscheidung ein Resultat der gemeinsamen Tiitig- 
keit der Oxygenase (hohere Hydrosuperoxyde) und der Peroxydase 
ist. Infolue dessen schlieBbe ich auf Grund der hierbet ausge- 
schiedenen Kohlensiiuremenge auf die Quantitaét der in den 
Pflanzen enthaltenen Oxygenase. Das Aufhéren der Ausschei- 
dung von Kohlensiiure nach einer gewissen Zeit weist auf das 
Verschwinden der Oxygenase hin.  Hiernach wurde 3°/oige 


Wasserstoffsuperoxydlosung in den Kolben gegossen, worauf 


wiederum eine starke Kohlensiéiureentwicklung erfolgte. Da nun 
nach der Theorie von Chodat und Bach ein Teil der Per- 
oxydase bereits zu ihrer gemeinsamen Arbeit mit der Oxygenase 
verbraucht worden war, zeigt die nach der Hinzuftigung von 
ausgeschiedene Kohlensiiure die Menge der tibrig geblie- 
benen Peroxydase an. Die Summe der sowohl nach Hinzufiigung 
von Pyrogallol als auch von H,O, ausgeschiedenen Kohlensiure- 
menge gibt nun eine Vorstellung von der in den untersuchten 
Pflanzen enthaltenen Peroxydase. » 

Die Methode, welche Palladin mit seinen Mitarbeitern? 


beniitzte, ist folgende: 


'y Bach und Chodat, Untersuchungen iiber die Rolle der Per- 
oxydase in der lebenden Zelle, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXY, 
S. 2466. 

Arch. Se. phys. et nat., Tome XVII, 1904, Recherches sur les fer- 
ments oxydants. 

*) N. A. Maximow, «Zur Frage iiber die Atmung», Berichte der 
Deutsch, botan. Ges., Jahrgang 1904, Bd. XXII, Heft 4. 

EK. Tscherniajew, «Uber den Einfluf der Temperatur auf die 
normale und die intramolekulare Atmung der verletzten Pflanzen», Be- 
richte der Deutsch. botan. Ges., Jahrg. 1903, Bd. XXIII, Heft 5. 

W. Palladin, «Uber den verschiedenen Ursprung der wiihrend 
der Atmung der Pflanzen ausgeschiedenen Kohlenséiure», Berichte der 
Deutsch. botan. Ges., Jahrg. 1905, Bd. XXIII, Heft 6. 

W. Palladin, «Die Arbeit der Atmungsenzyme der Pflanzen unter 


W 


A 
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Wenn die Ausscheidung von Kohlendioxyd der Organe er- 
frorener Samenpflanzen in Luftstrom vollstiindig aufgehort hatte, 
wurden die Pflanzenorgane in einer Reibschale zerrieben, mit 
destilliertem Wasser iibergossen und in einen Erlenmeyerschen 
Kolben von 300 ccm Inhalt gebracht. Sodann wurde 20°/oige 
Pyrogalloll6sung hinzugegeben und der Kolben durch einen Kaut- 
schukpfropfen mit zwei gebogenen Glasrdhren geschlossen und 
umgekehrt, wie das in seiner Abhandlung in dieser Zeitschrift 
auf Seite 409 die Abbildung deutlich veranschaulicht. 

Durch die kiirzere ROhre wird Luft in den Kolben geleitet, 
die grOBere Rohre jedoch, welche tiber die Flissigkeit hinaus- 
ragt, dient zum Austritt der Gase. 

Wenn sich schon kein Kohlendioxyd durch Einwirkung der 
Pyrogallollésung mehr bildete, wurde 3° oige Wasserstoffsuper- 
oxydlésung in die Kolben gegossen, worauf wiederum eine starke 
Kohlendioxydentwicklung erfolgte. Die Bestimmung des Kohlen- 
dioxyds erfolgte wieder nach der bereits erwahnten Methode 
von Kolbe-Fresenius-Classen. 

Wir bentitzten bei unseren Versuchen nachstehende Mengen 
der Substanz: 

beim ersten Versuch beim Blattwerk 44 
beim ersten Versuch bei der Wurzel 32,7 
beim zweiten Versuch beim Blattwerk 26,0 » 

beim zweiten Versuch bei der Wurzel 30,0 

beim dritten Versuch beim Blattwerk 37,0 - 

beim dritten Versuch bei der Wurzel 25,0 

Bei jedem einzelnen hier angefiihrten Versuch wurde 80 cem 
20° oige Pyrogallolldsung und sodann 80 ccm 3°/oiger Wasser- 
stoffsuperoxyd angewendet. 


verschiedenen Verhiiltnissen», Diese Zeitschrift, Bd. XLVII, Heft 4, 5 
ind 6, 1906. 

W. Palladin, «Bildung der verschiedenen Atmungsenzyme_ in 
Abhingigkeit von dem Entwicklungsstadium der Pflanzen», Berichte der 
Deutsch. botan. Ges., Jahrg. 1906, Bd. XXIV, Heft 2. 

T. Krasnosselsky, «Bildung der Atmungsenzyme in verletzten 
Zwiebeln von Allium Cepa», Berichte der Deutsch. botan, Ges., Jahr- 
Zang 1906, Bd, XXIV, Heft 3. 
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Die diesbeziiglichen Resultate sind aus den nachfolgenden 
Tabellen zu ersehen. (Siehe Tabelle XVI bis XXVIL) 


I. Versuch. Tabelle XVI. 
Krfrorene Blatter der Zuckerriibe. 
Menge der Substanz .- 44 g. —- Trockensubstanz = 9,6 g. 
Luftstrom. — Temperatur 20,1—23,7°. C. 


Dauer Menge des Menge des | Menge des CO, Menge des CO, 


des CO, in mg CO, in mg auf in mg in I Stunde in mg in 1 Stunde 
Versuches LOO g¢ frische | auf 100 ¢ auf 100 ¢ 
in Pyrogallol- Substanz — frische Substanz Trockensubstanz 
Stunden lésung80ccem — berechnet berechnet berechnet 
16 22,0 51,1 3,2 25,1 
8 12.9 29.3 5,7 28,8 
16 22,7 O16 3,2 25,3 
23 27,2 61.8 2,5 | 19,4 
65 85,3 193.9 3,0 | 23,4 


Tabelle XVIL. 
Erfrorene Wurzeln der Zuckerriibe. 
Menge der Substanz == 82.7 g. — Trockensubstanz —= 7,4 g. 
Luftstrom. — Temperatur 201—25,7° 


Dauer Menge des Menge des Menge des CO, Menge des CO, 


des CO,inmg  CO,in mg aut in mg in 1 Stunde in mg in I Stunde 
Versuches 100 ¢ frische auf 100 gs auf 100 ¢ 
in Pyrogallol- Substanz frische Substanz Trockensubstanz 
Stunden lésung 80cem berechnet berechnet berechnet 
| 
17 15.0 | 459 2.7 | 11,9 
25 23,4 71.6 2.9 12,6 
23 8.0) | 24,5 i 4,7 
HD M4 141.9 2,2 9.6 
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| Versuch. Tabelle XVIII. 
Erfrorene Bliitter der Zuckerrtibe. 
Menge der Substanz 44,0 g. — Trockensubstanz == 5,6 g. 


Luftstrom. — Temperatur 22—26,1° C. 


Dauer | Menge des CO, Menve des Menge des Menge des CO, 


des CO, in mg auf in inmg int Stunde 
Versuches) Pyrogallolldsung 100 ¢ frische auf 100 ¢ 
in 80.comu.Wasser- Substanz Substanz _Trockensubstanz 
stoffsuperoxyd 
Stunden berechnet berechnet berechnet 
com 
18 1964 4464 24.8 194.8 
265 37.0 32 25.4 
28 23,3 2.1 16.1 
18 | 13.1 29,8 1,7 13.0 
24 15,1 29.8 1,2 9.7 
24 10.5 23,9 1.0 75 
138 295,4 67 1,4 49 38.2 
Tabelle XIX. 
Erfrorene Wurzeln der Zuckerriibe. 
Menge der Substanz -= 52,7 g. — Trockensubstanz = 7.4 g. 


Luftstrom. — Temperatur 22—26,1° C. 


Dauer | Menge des CO, Menge des Menge des Menge des CO, 


des mg CO, in mg auf in mg in 1 Stunde 
Versuches' Pyrogallollésung frische | auf 100 g 
¢ frische 


in hoe cem u.Wasser- Substanz Substanz Trockensubstanz 
Stunden | berechnet berechnet berechnet 

18 | 42.5 130,0 7,2 31,9 

26 | 22,9 70,0 2,7 11.9 

28 13,3 {9,7 64 

18 | 7.6 23,2 1,3 5,7 

24 bot 13,5 0,6 2,5 

24 7.) 25,9 1,07 4,2 
138 98,2 300.3 2,2 9.6 
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Il. Versuch. Tabelle XX. 


Erfrorene Blitter der Zuckerriibe. 


Menge der Substanz = 26. g. — Trockensubstanz -= 38 g. 


Luftstrom. — Temperatur 19,2—22° C. 


Dauer Menge des Menge des Menge des CO, Menge des C0, 


des CO, in mg CO, in mg auf in mg in 1 Stunde in mg in 1 Stunde 
Versuches. 100 ¢ frische auf 100 auf 100 
in | Pyrogallol- Substanz frische Substanz | Trockensubstanz 
Stunden lésung 80ccm) berechnet berechnet berechnet 
| | | 
| | 
15 13,0 0.0 3.5 22,8 
24,1 92.7 116 | 79,3 
17 12,9 19,6 2.9 | 19.9 
25 6.2 23,8 | 0,9 | 6,5 
| | | 
6) 56,2 216.2 3,5 22,8 


Tabelle XXI. 


Erfrorene Wurzeln der Zuckerriibe. 


Menge der Substanz = 30 g. — Trockensubstanz = 6,4 g. 
Luftstrom. — Temperatur 14,2—22° C. 
Dauer Menge des | Menge des = Menge des CO, Menge des CO, 
des | CO, in mg CO, in mg auf in mg in f Stunde in mg in I Stunde 
Versuches, g frische auf 100 g auf 100 g 
in | Pyrogallol- Substanz frische Substanz Trockensubstanz 
Stunden lésung80cecm  berechnet berechnet 
| 
ib 8 32,7 | 2,2 10,2 
8 6,0 20,0 2,5 11,7 


2,3 


te 
~ 


| | | | 
| | 10,7 
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i]. Versuch. Tabelle XXII. 
Erfrorene Blatter der Zuckerriibe. 
Menge der Substanz == 26 g. — Trockensubstanz = 3.8 g. 
Luftstrom. — Temperatur 17,9—18,2° C. 
Dauer | Menge des CO, _ Menge des | Menge des | Menge des CO, 
des CO, in mg auf iC in mg in mg ind Stunde 
Versuches Pyrogallollésung 100 g frische | 100 ¢ frische | auf 100 g 
in 80 u. Substanz | Trockensubstanz 
Stunden | berechnet berechnet berechnet 
80 ccm | 
| | 
16 33.3 128.1 8.0 54,8 
24 41,8 160.8 67 45,8 
24 63.9 2458 | 10,2 | 70.1 
24 10,7 | 41,2 1,7 7 
88 149.7 65 148 
Tabelle XXIII. 
Erfrorene Wurzeln der Zuckerriibe. 
Menge der Substanz —= 30 g. — Trockensubstanz 64 ¢ 
Luftstrom. — 17,9--18,2° C. 
Dauer | Menge des CO, Menge des | Menge des Menge des CO, 
des CO, in mg auf CO, in me in} in mg in I Stunde 
Versuches Pyrogallollésung| 100 g frische auf 100 g 
in 80 cem u. Substanz | Trockensubstanz 
Stunden stofisuperoxyd | berechnet berechnet berechnet 
80 ccm | | 
| 
16 24.1 | 80,3 | 5,0 | 23.5 
24 30,7 43 19,9 
0.6 | 20 O08 
24 1,3 | 43 | 02 0.8 
88 56,7 | 189.0 | 21 | 101 
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HI. Versuch. Tabelle XXIV. 
Erfrorene Blatter der Zuckerrtibe. 
Menge der Substanz == 37 g. — Trockensubstanz = 4,7 g. 


Luftstrom. — Temperatur 16,0—18,1° C. 


| | 
Dauer | Menge des Menge des Menge des CO, | Menge des CO, 


des | CO,in mg | CO,in mg auf in mg in 1 Stunde in mg in 1 Stunde 
Versuches. 100 ¢ frische auf 100 | auf 100 ¢ 
mn Pyrogallol- Substanz frische Substanz 'Trockensubstanz 
Stunden berechnet berechnet berechnet 
23 6.2 708 3,1 | 24,2 
22, | 89,700 4A | 32,1 
24 56.5 | 1527 | 6.4 | 50,1 
24 | 279 754 31 | 24.7 
| | 
28 17,2 | 46,5 | 1,7 | 13.1 
21 1610 BIA 3,6 | 28.33 


Tabelle XXV. 


Erfrorene Wurzeln der Zuckerriibe. 


Menge der Substanz = 25 g, — Trockensubstanz == 6,1 g. 
Luftstrom. —- Temperatur 16,0—18,1° C. 
Dauer | Menge des | Menge des | Menge des COQ, | Menge des CO, 
des CO, in mg | CO, in mg auf fin mg in 1 Stunde in mg in 1 Stunde 
Versuches, g frische auf 100 g auf 100 ¢ 
in Pyrogallol- Substanz frische Substanz 
Stunden lésung 80 cem| berechnet berechnet | berechnet 
| | | | 
23 9.1 36,4 | 1,6 | 6,5 
22 | 90 36,000 1,6 6,7 
24 94 | 896 | 3.7 15,3 
28 12,1 | 48,4 | iz 7,1 
121 | 591 2364 | 1,9 , 80 
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Versuch IL. Tabelle XX VI. 
Ertrorene Bliitter der Zuckerriibe. 
Menge der Substanz = 37 g. — Trockensubstanz 4,7 g. 
Luftstrom. — Temperatur 16—18,1° C. 
| 
Menge des CO. 
Dauer ee CO, Menge des | Menge Menge des CO, 


CO, inmg auf GO, in mg in jy mg in | Stunde 


des 
'Pyrogé Osung 4, > auf 
Versuches|~ 100 frische tunde auf 100 g 
80 com 100 ¢ frische 
in ‘und Wasserstoff-  Substanz Trockensubstanz 
Stunden | berechnet perechnet berechnet 
48 389,0 1051.4 21.9 172.4 
48 4 117.3 24 19.2 
4B 531 14385 3.0 23.5 
| 
144 | 4855 13122 | 71,7 
Tabelle XXVIL. 
Erfrorene Wurzeln der Zuckerriibe. 
Menge der Substanz — 25 g. — Trockensubstanz == 6,1 g. 
Luftstrom. — Temperatur 16—18,1° C, 
Dauer ait _ CO, | Menge des Menge des Menge des CO, 
des ———_— CO, in mg auf CO, in Mg 1M in mg in 1 Stunde 
Versuches! PYrogallollésung 100 g frische | 1 Stunde auf auf 100 ¢ 
80 ccm 100 frische 
in und Wasserstoff-  Substanz | Trockensubstanz 
superoxyd | 
Stunden berechnet berechnet berechnet 
48 368.6 1474.4 30,7 125.9 
48 42.5 170,0 3.5 14,5 
48 59,8 | 239.2 5,0 20,4 
144 470.9 1883.6 53,6 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. L. 23 


332 Julius Stoklasa, Adolf Ernest und Karl Chocensky, 


Wenn wir nun die Menge des ausgeschiedenen Kohlen- 
dioxvds in Milligramm in einer Stunde auf 100 g Trockensub- 
stanz berechnet beriicksichtigen, so ergeben sich nachstehende 
Quantitiiten : 

Durch Kinwirkung von reiner Pyrogallolldsung beim Blatt- 
werk finden wir eine Menge von 22,8— 28,3 mg CQO,, bei der 
Wurzel 8—10,7 mg CO,. 

Durch Kinwirkung von Pyrogalloll6sung und Wasserstolf- 
superoxyd ergibt sich eine Menge bei dem Blattwerk von 38,2 
bis 71.7 mg, bei der Wurzel eine solche von 9,6 — 53,6 mg CO,,. 

Um die Exaktheit der Methode von W. Palladin zu priifen, 
haben wir folgende Versuche angestellt: 

Das Blattwerk und die Wurzel der Zuackerriibe wurden 
zerkleinert, langsam getrocknet, zerrieben und sodann das re- 
stierende Pulver bei 150° 14 Stunden getrocknet. Durch das 
Trocknen tiber 70° wird nach Aso die Tétigkeit der Oxydase 
aufgehoben.!) 

Die Intensitiit der Abscheidung des Kohlendioxyds unter 
Kinwirkung von Pyrogalloll6sung, sowie Pyrogalloll6sung und 
Wasserstolfsuperoxyd gleichzeitig, ist aus den Tabellen XXVIII 
bis ersichtlich. 

Die Menge des Kohlendioxyds in Milligramm in einer Stunde 
auf 100 Trockensubstanz, berechnet unter Einwirkung von 
Pyrogallollosung, beziflert sich bei dem getrockneten Blattwerk aut 
2,6—9.5 mg CO, und steigt unter Einwirkung von Pyrogallo!- 
lOsung und Wasserstolfsuperoxyd auf 10,2—16,5 mg CO,,. 

Bei der getrockneten Wurzel betriigt die Menge des Kohlen- 
dioxyds in Milligramm in 1 Stunde auf 100 g Trockensubstanz 
berechnet unter Einwirkung von Pyrogalloll6sung 1,4—-8,8 mg 
CO, und steigt unter Kinwirkung von Pyrogallollésung und Wasser- 
stolisuperoxyd auf mg CO,. 

Wenn wir diese Resultate mit den erfrorenen nicht ge- 
trockneten Blittern und Wurzeln der Zuckerriibe vergleichen, 
so sehen wir, dab wir doch gewisse Prozente des gesamt aus- 
geschiedenen Kohlendioxyds dem reinen Chemismus zuschreiben 

') Carl Oppenheimer, «Die Fermente und ihre Wirkungen», 


Leipzig 1903. 
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miissen, ohne dal die Einwirkung der Enzyme in Betracht ge- 
zogen werden kann.') Das beste Beispiel sehen wir daran, 
wenn wir Wasserstolfsuperoxyd auf die 20°/oige Pyrogallol- 
losung cinwirken lassen. Durch den Einflub des Wasserstoff 
superoxyds auf die Pyrogallolldsung entstechen schon Oxydations- 
prozesse, durch welche sich Kohlendioxyd bildet. 

Wir fanden schon nach 24 Stunden 26,7—60 mg, in 
weileren 24 Stunden 40—44 mg, nach dem dritten Tag 23,7 
bis 40mg und am vierten Tag sinkt jedoch die Menge auf 
2—7 mg CO,. 

Weiters haben wir auch Versuche mit Knochen- und Holz- 
kohle angestellt, woselbst wir wahrnehmen konuten, dab durch 
Pyrogallollosung und Wasserstoffsuperoxyd eine Abscheidung des 
Kohlendioxyds verursacht wird. 

Wir fanden bei der Knochenkohle nachstehende Quantitiiten 
von Kohlendioxyd: 

Die Menge des Kohlendioxyds in Milligramm in einer Stunde 
auf 100 Trockensubstanz berechnet unter Kinwirkung von 
Pyrogallollésung beziffert sich auf 1 mg und steigt unter Kin- 
wirkung von Pyrogallolldsung und Wasserstoffsuperoxyd auf 
mg CO. (Siehe Tabelle NNAXVE und XNAVIL) 

Bei der Holzkoble konnten wir folgende Quantitéten von 
Kohlendioxyd konstatieren : 

Die Menge des Kohlendioxyds in Milligramm in einer Stunde 
auf 100 @ Trockensubstanz berechnet unter Einwirkung von 
Pyrogallollsung beliaiuft sich auf 1,6 mg und sinkt unter Ein- 
wirkung von Pyrogallollosung und Wasserstollsuperoxyd auf 
11mg CO,. (Siehe Tabelle und XXXIX.) 

Die Abscheidung von Kohlendioxyd bei der Knochen- und 
Holzkohle erfolgt durch die Vorgiinge der Autoxydation. Die 
Aktivierung des Sauerstoffes in der Knochen- und Holzkohle 
geht ziemlich energisch vor sich und die beiden Kohlen zeigen 
Autoxydationswirkungen. 


') Kastle und Loevenhart ziehen die wirkliche Enzymnatur der 
Oxygenasen in Zweifel und sehen den Vorgang als einen mehr chemischen 
an. Carl Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen. 


te 
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I, Versuch. Tabelle XXVIII. 
Getrocknete Blitter der Zuckerriibe. 
Menge der Substanz —= 18 g. — Temperatur 17,5—18,1° C. 


Luftstrom. 


Dauer | Menge desCO, | Menge des CO, _ Menge des CO, 
des in mg in me auf in mg in 1 Stunde 
Tarenchac 
Versu¢ hes 100 Substanz auf 100 
in yroganonosung Trockensubstanz 
Stunden | 80 cem | berechnet 
17 44 24.4 1.4 
18 22.3 123.9 | 6.9 
25 8.5 46,1 1.8 
22 | 17.8 98,9 | 45 
48 | 8,6 | 47,8 | 0.9) 
130 | 61,4 | BALA | 26 
Tabelle XXIX. 
Getrocknete Wurzeln der Zuckerriibe. 
Menge der Substanz == 28 g. — Temperatur 17,5—17,9" C. 
Luftstrom. 
Dauer | Menge des CO, | Menge des CO, _ Menge des CO, 
des | in mg | in mg auf in mg in I Stunde 
larcnchac { { 
Versuches | $00 ¢ Substanz | auf 100 ¢ 
in yrogallollosung Trockensubstanz 
Stunden | 80 com | orecamet | berechnet 
| | 
17 54 12,1 | 0.7 
18 | 17,1 61.1 | 
2 9.2 32,9 | 1,3 
| 
22 | 6.4 22.9 1.0 
| | | 
48 | 15.4 
130 HL) | 183,9 1.4 
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1. Versuch. Tabelle XXX. 


Getrocknete Blitter der Zuckerriibe. 
Menge der Substanz — 18 g. — Temperatur 17,5—1%,1° C. 


Luftstrom. 


onge des CO, | 
Dauer Menge des CO, Menge des CO, 
des | ; in meg auf in mg in 1 Stunde 
Versuches Pyrogalloll6sung auf 100 g 
80 com und 100 ¢ Substanz 
Wasserstoffsuper- 
Stunden oxyd 80 ccm yerechnet yerechnet 
! 
23 58,0 | 322.2 14.0 
27 1.3 173.9 | 6.4 
10,7 2261 V4 
24 | 49,8 276,7 11,5 
179.8 | 998.9 | 10.2 
Tabelle XXXI. 
Getrocknete Wurzeln der Zuckerriibe. 
Menge der Substanz = 28 g. — Temperatur 17,5—18,1° C. 
Luftstrom. 
Dauer Menge des CO, Menge des CO, Menge des CO, 
| in mg | 
des om eine in mg auf in mg in 1 Stunde 
Versuches | Pyrogallollosung auf 100 ¢ 
Oc | S 
in a0'com und | 100 g Substanz Trockensubstanz 
| Wasserstoffsuper- | | 
Stunden | oxyd 80 ccm yerechnet | yerechnet 
| | 
23 | 17,1 | 61,1 2,7 
| 
29.0 | 103,6 3,8 
48 52,1 186.1 | 3,9 


Ys 98 2 350.7 3.6 
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I]. Versuch. Tabelle XXXII. 
Gietrocknete Blatter der Zuckerriibe. 
Menge der Substanz == 16,83 g, getrocknet bei 150° (, 
Luftstrom. —- Temperatur 18—20° C. 
Dauer | Menge des CO, Menge des CO, = Menge des CO, 
des in mg in mg auf 100 g in mg in 1 Stunde 
_ | Pyrogallollésung Substanz auf 100 g Trocken- 
80 ccm | berechnet -substanz berechnet 
25 307.2 | 12.8 
24 37.2 221.0 9,2 
24 30,7 1824 7.6 
24 34,6 | 205.6 | 8.5 
| 154.2 | 916.2 | 95 
Tabelle XXXII. 
(ietrocknete Wurzeln der Zuckerrtibe. 
Menge der Substanz == 16,45 g, getrocknet bei 150° C, 
Luftstrom. — Temperatur 18—20° C. 
| | 
Dauer Menge des CO, | Menge des CO, = Menge des CO, 
. | 
des | In mg auf 100 in mg in 1 Stunde 
Versuches | 
| S y - 
Pyrogallollésung substanz | auf 100 g Trocken 
a 80 ccm berechnet | substanz berechnet 
| 
24 33.7 204.9 | 8.5 
24 40.0 2432 | 10,1 
24 34.0 | 206,7 | 8.6 
24 32.1 | 195.1 | 8,1 


965 139.8 | 849.8 | 8,8 


i 
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lI. Versuch. Tabelle XXXIV. 


Getrocknete Bliitter der Zuckerriibe. 
Menge der Substanz == 16,83 g, getrocknet bei 150° C. 


Luftstrom. — Temperatur 18—20° C, 
Dauer Menge Ges GU, Menge des CO, = Menge des CQ, 
in mg | 
des a : in mg auf in mg in 1 Stunde 
Versuches Pyrogallollosung auf 100 g 
| 80 cem | 100 Substanz 
Stunden “superoxyd 80 cem | erechnet | yerechnet 
24 | 68,3 | 405.8 16.9 
24 88, | 523,5 | 21,8 
43,6 | 2591 | 10,8 
72 ! 2000 | 1188.4 | 16,5 
Tabelle XXXV. 
Getrocknete Wurzeln der Zuckerriibe. 
Menge der Substanz —= 16,45 g, getrocknet bei 150° C. 


Luftstrom. — Temperatur 18—20° C. 


Dauer | Menge des CO, | Menge des CO, = Menge des CO, 


d | in mg Bs 
es | in mg auf =| 2 Mg in 1 Stunde 
Versuches | Pyrogallollésung | | auf 100 g 
| $0 ccm 100 Substanz | 
Stund und Wasserstofi- | | 
Stunden | superoxyd 80 cem | berechnet berechnet 
| | 
24 | 61,6 | 374.5 15.6 
| | 
24 | S149 13,1 
44.6 | 2711 | 11,2 


72 158.0 | 960.5 | 13,3 


| 
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Tabelle XXXVI. 


Versuche mit Knochenkohle, bei 150° C. getrocknet. 


Menge der Substanz == 230 g. — Temperatur 18,5—18,9° C. 
Luftstrom. 


Menge des CO, Menge des CO, | Menge des CO, 


Dauer 
des | in mg in mg auf in mg in 1 Stunde 
Versuches auf 100 
Stunden 80 com | berechnet 
| 
16 39.) 17,2 1,1 
| | 
wa 
20 34.8 | 15,1 | 0,6 
| | | 
23 | 79,6 | 32,9 1.4 
| 49,7 | 1,0 
| 
| 
112 264.3 114,9 | 1,0 


Tabelle XXXVII. 


Versuche mit Knochenkohle, bei 150° C. getrocknet. 
Menge der Substanz == 230 g. — Temperatur 17,5—19,2° C. 


Luftstrom. 


Menge des CO, 


| | | 
Dauer | _ Menge des CO, | Menge des CO, 
in mg | 
des : | in mg auf mg in 1 Stund 
Versuches Pyrogallollésung | auf 100 
80 ccm und | 100 g Substanz | 
Wasserstoffsuper- 
Stunden | berechnet berechnet 
| oxyd | 
| | 
| | 
6 | 322.6 | 140.3 23,4 
| | 9.5 
31 | 2351 | 102.2 | 3,3 
240,4 | 104,5 2,3 


| 1146.6 | 498.5 51 
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Tabelle XXXVIII. 


Versuche mit Holzkohle. 


Menge der Substanz == 90 g. — Temperatur 18—20° C. 


Luftstrom. 


Dauer Menge des CO, _ Menge des CO, = Menge des CO, 
des | in mg | in mg auf | in mg in ft Stunde 
Versuches | | auf 100 g 
in — Pyrogallollésung | 100 g Substanz | Trockensubstanz 
Stunden | 80 ccm | berechnet | berechnet 
| | 
| | | 
24 373 41,4 
24 | 30,3 | 33,7 | 14 
| | 
24 | 38,1 | 42.3 | 18 
72 105.7 | 1174 | 1.6 
Tabelle XXXIX. 
Versuche mit Holzkohle. 
Menge der Substanz —= 90 g. — Temperatur 18—20° C. 
Luftstrom. 
Dauer | Menge des CO, Menge des CO, 
in mg | . 
des in mg in Stunde 
| in mg auf | 
Versuches Pyrogallollésung | | auf 100 ¢ 
| | ~+ | 
und Wasserstoff- | | 
Stunden _ | berechnet | berechnet 
superoxyd 80 ccm | | 
| 
24 | 40,3 44,8 19 
| | 
24 21,5 | 23,9 1,0 
| 
24 | 10,2 | 11,3 05 
| | | 
72 72,0 | 80,0 | 11 


| 
q 
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Tabelle XL. 
Versuche mit Knochenkohle bei 150° getrocknet. 
Menge der Substanz == 281 g. — Temperatur 17,5—18.5° C. 
Luftstrom. 


Dauer Menge des CO, ~~ Menge des CO, | Menge des CO, 
des in my | in mg auf | in mg in I Stunde 
Versuches | 100 ¢ Subetens auf 100 g 
m Trockensubstanz 
Stunden | Wasser hereonmet | berechnet 
1G 17.9 | 64 | 0.4 
25 | 12.9 | 46 | 0,2 
23 6,5 | 23 | 0.1 
AS 12.8 4.6 | 0.1 
6 17,3 | 62 1,0 
16 | 8.6 | 31 | 0,2 
31 40.1 14.3 
45 21.3 7.6 | 0.2 
210) 137,4 | 48,9 | 0.2 


Aus unseren zahlreichen Versuchen geht nachstehendes 
hervor: 

100 ¢ Knochenkohle mit 30 g Wasser entwickeln bei einer 
Temperatur von 20° C. binnen 1 Stunde 0,38 mg CO,. Bei 
150° C. getrocknet entwickelt dasselbe Quantum von Knochen- 
kohle sowie Wasser innerhalb derselben Zeit durchsechnittlich 
0,2 mg CO,. 

100 ¢ Holzkohle mit 30 g Wasser entwickeln bei einer 
Temperatur von 20°C. in 1 Stunde 0,3 mg CO,. Bei 150° C. 
getrocknet entwickelt dieselbe Menge von Holzkohle und Wasser 
innerhalb der gleichen Zeit durchsehnittlich ebenfalls 0,3 mg CO,. 

Die Autoxydationswirkungen kénnen wir auch in der Stein- 
und Braunukohle beobachten. ') 


') Moritz Traube, Gesammelte Abhandlungen, Berlin 1899. 
C. Engler und J. Weissberg, Kritische Studien iiber die Vor- 
ginge der Autoxydation, Braunschweig 1904. 
J. Habermann, Einige Versuche iiber die Autoxydation der 
Steinkohle, Journal fiir Gasbeleuchtung, 1906. 
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Wir haben viele Experimente tiber die Autoxyda- 
tion der Stein- und Braunkohle laingere Zeit vorge- 
nommen und daselbst gefunden, dab wir doch die Exi- 
stenz der Peroxydase bei der Stein- und Braunkohle 
annehmen kénnen. Durch vergleichende Atmungsver- 
suche mit sterilisierter und nicht sterilisierter Stein- 
und Braunkohle weiters durch Anwendung der Me- 
thode von W. Palladin und seiner Schiiler ist es uns 
selungen, den Nachweis zu liefern, dali die Abschei- 
dung des Kohlendioxyds 

1. durch Autoxydation und 

2. durch die enzymatische Wirkung erfolgt. 

Die Abscheidung des Methans und des Wasser- 
stoffes wird blob durch die Peroxydase hervorgerufen. 


IIT. 


Isolierung der Rohenzyme. 


Zur Isolierung der Rohenzyme wurden gewohnilich kg 
junge und frische Pflanzensubstanz verwendet. 

Die frische Pflanzenmaterie, welche keinerlei Zersetzung 
durch Fitulnis aufweisen darf, wurde zerstiickelt und der Saft 
aus der so erhaltenen Masse unter einem Drucke von 300—400 
Atmospharen ausgeprebt. 

Dem so gewonnenen Safte wird ein Gemisch von Alkohol 
und Ather zugesetzt, worauf ein an Eiweibstoffen reicher Nieder- 
schlag sich absetzt. 

Diese Operation geschah in einem hohen Zylinder, welehen 
man vor dem Gebrauche mit Sublimat und sterilisiertem Wasser 
ausschweifte. 

Auf 500 cem des zellfreien Saftes verwendeten wir 600 com 
eines Gemenges von Alkohol und Ather und zwar 400 cem 
Alkohol und 200 cem Ather. Nach einem Augenblicke  setzt 
man Ather im Uberschusse zu und die oberhalb des Nieder- 
<chlages aus Alkohol und Ather bestehende Fliissigkeit wird 
sofort aufgehebert. Nun wird neuerdings Ather aufgegossen 
und sodann sofort die iiberstehende Fliissigkeit abgehebert. 
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Filtration des Niederschlages, welcher das 
Rohenzym enthalt. 

Der ganze Vorgang bei Fillung des Pflanzensaftes muf 
rasch vorgenommen werden, sodaB Alkohol und Ather nur mig- 
lichst kurze Zeit auf das Enzym einzuwirken vermégen und 
infolgedessen seine Aktivitiit nicht abschwachen. Die Fliissig- 
keit tiber dem Niederschlag wird deshalb rasch abgegossen oder 
abgehebert und der so gewonnene, das gurungserregende Enzym 
enthaltende Niederschlag sofort abfiltriert. Die Filtration list 
sich am schnellsten mittels Leinwand bewerkstelligen. Auf die 
sterile Leinwand wird die erhaltene Masse aufgeschiittelt) und 
auf die Weise des noch anhaftenden Alkohols und Athers ent- 
ledigt, dab man mit dem Filter auf und ab gerichtete, hutschen- 
artige Bewegungen ausfiihrt. War das das Enzym enthaltende 
Sediment (Rohenzym) gut ausgeschieden, so ist die Filtration 
in einigen Minuten vollzogen. 


Trocknung des das Enzym enthaltenden 
Niederschlages. 


Das so filtrierte Rohenzym wurde entweder im Vakuum 
oder in sterilen, zu diesem Zwecke besonders arrangierten 
Kolben getrocknet. 

Diese Kolben waren, wie folgt, zusammengestellt: In den 
Hals jedes der Kolben war ein dreifach gebohrter Kautschuk- 
stépsel eingepabt, Durch die eine dieser Offnungen ging eine 
ziemlich breite, knief6rmig gebogene Rohre, welche bis fast an 
den Boden des Kolbens reichte und mit Watte geftillt war. [np 
die zweite Offnung des Stopfens war eine kurze, gerade Rohre 
gesteckt, die ebenfalls mit Watte gefiillt war, und knapp unter 
dem Stopfen miindete. Die dritte Offnung war mittels einer 
Glasstange verschlossen, welche, sobald die Kolben einer drei- 
fachen fraktionierten Sterilisation unterworfen waren, durch ein 
Thermometer ersetzt wurde. Das Thermometer wurde, bevor 
man es in den betreffenden Kolben eingelassen hatte, griind- 
lich mit einer Sublimatldsung abgewaschen und dann auf die 
Weise abgesengt, daB es in Alkohol getaucht und die seli 
schwache Alkoholschichte angeziindet wurde. 
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Sodann erfolgte die Wiigung jedes der Kolben. 

Unter Beobachtung aller Kautelen gegen die Invasion von 
Mikroben wurde hierauf in die Kolben ein bestimmtes Quantum 
des ausgesiiBten Niederschlages eingetragen und dessen Trocknung 
durchgefiihrt. Die Kolben mit dem Enzym wurden niimlich in 
kupferne Trockenapparate getan, in welchen eine Temperatur 
yon ca. 36—38" C. erhalten und sterilisierte Luft in starkem 
Strome in der Weise durchgetrieben worden ist, dal die kurze, 
unterhalb des Stopfens in den Kolbenhals miindende Roéhre mit 
einer Wasserpumpe in Verbindung gebracht wurde, wiihrend 
die liingere Roéhre, welche fast bis an den Boden des Kolbens 
reichte, mit etlichen Waschflaschen, die eine konzentrierte L6sung 
von Sublimat enthiellen, und mit etlichen Zylindern, in deren, 
mit steriler Watte gefiilltem Innern mehrere iibereinander ge- 
schichtete Lagen feinkornigen Thymols untergebracht waren, 
verbunden worden ist. 


Der eigentliche Versuch. 


Nachdem das Rohenzym durch die Trocknung vollstiindig 
yom Alkohol und Ather befreit worden war, wurden die Kolben 
neuerdings gewogen und nach Abschlag des urspriinglichen Ge- 
wichtes die Gewichtsmenge des Rohenzyms fixiert, welche zum 
Versuche verwendet wurde. In die Kolben wurde nun ein 
Antiseptikum getan und eine entsprechende Zucker-, und zwar 
vorwiegend Glukosel6sung hinzugegossen, welche man vorher 
einer dreifachen, fraktionierten Sterilisation unterwarf, 

Es gelangten 50 cem der Losung unter Zusatz von 0,5 g 
zur Verwendung, wihrend das Gewicht des Rohenzyms 
6—10 betrug. 

In dem Falle, wo nach dem Versuche der Verlust an Glukose 
bestimmt wurde, gingen wir in der Weise vor, daf die Zucker- 
losung nicht in die Kolben mit dem getrockneten Rohenzym ge- 
gossen, wobei stets Verluste an Glukose entstehen, sondern dab 
das getrocknete und abgewogene Rohenzym in die entsprechende 
quantitativ vorbereitete Glukoselésung hineingeschiittelt’ wurde. 

Der fiir diese Zwecke verwendete, das Rohenzym_ ent- 
haltende Niederschlag wurde allerdings nicht im Kolben  ge- 


) 

) 

| 

| 
| 

4 


34% Julius Stoklasa, Adolf Ernest und Karl Chocensky, 


trocknet, sondern im Vakuum, welches vorher griindlich mit 
Formalin ausgewaschen, worauf es luftdicht verschlossen und 
mit der Luftpumpe verbunden wurde. 

Der Niederschlag wird behufs Studiums der Giarwirkung 
in eine 15°/oige sterilisierte Glukoselosung getan. Die Versuche 
mit dem die Girung hervorrufenden Roheuzym wurden in folgen- 
der, auf der nachstehenden Abbildung (siehe Fig. 1) deutlich 
veranschaulichten Weise durchgeliihrt. Durch den Hals des 
Gasentwicklungskolbens G, welcher 500 com fabt, geht ein ve- 
naues Thermometer t, weiter eine ROhre mit einem zylindrischen 
Trichter ound schlieblich eine Gasabfiihrungsrdéhre, welche mit 
einem Liebigschen Kihler K verbunden ist. 

In dem ‘Trichter befindet sich ein Stiickchen Thymol im 
Gewichte von Der Kiihler ist mit 2 U-Rohren 
und CaCl, groferen Kalibers, die mit Kupfervitriolbimsstein und 
Chiorcalcium vefiilit: sind, verbunden. 

Die Luft, welche durch den Gasentwicklungskolben  ge- 
tricben wurde, passiert zuerst einen mit  sterilisierlter Baum- 
wolle celtiiilten Zylinder C, dann die Sublimatlosung HgCl, wad 
weiter die Losung WOH Der Entwicklungskolben betinde! 
sich in einem kuplernen Wasserbade Wb, welches bis an den 
Hals des WKotbens hinanreicht, und in welchem ein gut fungieren- 
der Atherthermoregulator TR angebracht ist. Auf der Figur 
finden wir ferner hinter der mit CaCl, gefiillten U-hohre eine 
kleinere Na,-CaQO,, die mit’ Natronkalk gefullt ist; ihr folgt 
weiter der Geisslersche Apparat KOH, worauf noch zwei 
weitere U-Roéhren cine kleinere und eine groébere CaCl, uid 
Cal, mit Chiorcalcium gefiillt, vorgelegt sind, endlich 
sehen wir cien Aspirator das Apparatarrangement schlieben. 

Alle Verbindungsstellen des ganzen Arrangements wurden 
mit Paraflin vergossen und der Inhalt des Kolbens G auf eine 
Temperatur vou 37° C. gebracht, welche konstant durch die 


ganze Dauer des Versuchs erhallen wurde. 

Das durch die Girung entstandene Kohlendioxyd wurde alle 
24% Stunden mittels keim- und kohlensiiurefreier Luft und zwar 
von 61 innerhalb 6 Stunden ausgetricben und gewogen. 
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Manipulation nach beendigung des Versuchs. 


Nachdem der Versuch beendet war, d. i. nachdem = kein 
wiigbares Quantum von Kohlendioxyd gefunden werden konnte, 
impften wir aus dem Versuchskolben 5—4 Zuckergelatine- und 
Zuckeragarrohren, welche ebensolange beobachtet wurden, als 
der Versuch dauerte. Auberdem bereiteten wir zu jedem Ver- 
suche einen Kontrollkolben in folgender Weise vor. 

Die gleiche Menge des Rohenzyms als auch der Glukose- 
lOsung., wie sie zum urspriinglichen Versuche verwendet wurden, 
kochten wir durch eine Stunde im Kolben auf dem Sandbade, 
worauf die Wigung des Kolbens und eine dreifache, frak- 
tionierte Sterilisation folgte. Dabei sahen wir darauf, dab die 
Losung stets in demseiben NKonzentrationsgrade bleibe. 

In diese Kolben wurden soviel und solche Antiseplika getan, 
als ihrer der urspriingliche Versuch enthielt, und mittels einer 
sterilen Pipette tibertrugen wir hierauf 5 cem der Giirflitssigkeit 
nach absolvierter Girung samt Niederschlag des Originalver- 
suchs in dieselben. 

Der Kontrollkolben wurde sodann wieder mit einem Kiihler 
und einem Absorptiousapparate verbunden und hierauf taglich, 
wie beim urspriinglichen Versuche, die Menge des entstandenen 
Kohlendioxyds bestimmt. 

Analytische Methoden: 


1. Bestimmung des Kohlendioxyds. 

Nach Beendigung des Versuches wurde eine gewisse Menge 
der LOsung abgemessen und das Kohlendioxyd nach der Methode 
Kolbe-Fresenius-Classen bestimmt. 

Zum Nachweise der Milchsiiure beniitzten wir die bekannte 
Uffelmannsche Reagens. Zur Reindarstellung der Milchsaure 
haben wir (C,H,0,) Zn +- 3 H,O gewonnen und aus dem Zink- 
laktat die reine Milchsiiure identifiziert. 


Was die quantitative Bestimmung der Milchsiiure anbelangt, 
haben wir die von uns bereits angegebene Methode Partheil 
beniitat, welche, wie wir uns itberzeugten, verlaébliche Daten 
liefert. 
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man auf zwei verschiedenen Wegen zu dem gleichen Resul- 
tate gelangt ist, kann dieses als verlablich angesehen werden. 

Die Bestimmung des Alkohols wird einerseits durch Er- 
mittlung des spezilischen Gewichtes (Reischauer-Aubry), 
andererseits durch Verbrennung in einem Apparate ausgefiihrt, 
der von einem von uns!) konstruiert ist und dessen Beschrei- 
hung wir hier folgen lassen. (Siehe Fig. IL) 

Der Apparat ist im = Prinzip ein Verbrennungsrohr von 
nachstehender Einrichtung : 

Kin kupfernes Rohr (AR) vom Kaliber 2,5 em und 60 em 
Linge, welehes mit) drahtfOrmigem Kupferoxvd gefillt ist, ist 
an beiden Enden mit Biichsenkithlern (BB) versehen. Von einer 
Seite fiigt sich an das Rohr mittels eines Kautschukschlauches 
ein ca. 200 fassender Erlenmeyerkolben (A) an, der 
mittels eines Quetschhalines von dem Rohre getrennt werden 
kann. Auf der anderen Seite ist das Verbrennungsrohr durch 
Kautschuk mit einer GlasrOhre verbunden, die mit einem doppelt 
vebohrten Hahn (K) versehen ist, sodafi dieser in der einen 
Stellung (mit | bezeichnet) die Verbindung mit dem holben C her- 
stellt, der mit dem RiickfluBktihler (Ch) versehen ist. An letzteren 
<chlieBt sich die Armatur der Austrocknungsapparate (1. und L 1) 
mit wasserfreiem Kupfersulfat und Calciumchlorid und des wei- 
leren einesteils die Absorptionsapparate fiir die Gewichtsbestim- 
mung von CO, (N Natronkalk, G ein Geisslerscher Apparat 
mit konzentrierter Kalilauge, UU) Sicherungsrohr mit) Calcium- 
chlorid, letzteres enthilt auch zur Hilfte Natronkalk), andern- 
teils ein direkt zum Aspirator fiihrendes Zweigrohr (V), welches 
mit einem einfach gebohrten Hahn (K1) versehen ist. Der 
Hahn K mit doppelter Bohrung kann auch so gestellt werden, 
dab durch diese Stellung (mit Il bezeichnet) das Verbrennungs- 
rohr abgetrennt und die Verbindung mit den Waschtlaschen 
1 (Barvtwasser) P2 P3 (konzentrierte Kalilauge zur Zufuhr 
der CO,-freien Luft) hergestellt wird. Um das Rohr FB in Glih- 
iiize zu versetzen, beniitzten wir ein System Bunsenscher 
‘lammen mit Flachbrennern. 

Der Vorgang bei der Arbeit ist der folgende: 

') Von A. Ernest. 
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1. Werden soweit als mOglich alle Fehler, die vorkommen 
konnten, durch Absorption des in dem Apparat bereits vor- 
handenen CO, ausgeschieden. 

In beide Erlenmeyerkolben (A und C) wird etwas destil- 
liertes Wasser (ca. 20 cem) gegeben, an das Verbrennungsrohr 
angeschlossen, der Quetschhahn bei dem Kolben A’ gedffnet, 
dem Hahn (Kk) die Stellung (1) gegeben und durch die Neben- 
leitung bei gleichzeitigem Offnen des Hahnes (K 1) der Aspirator 
in Tiitigkeit: versetazt, wobei man das Wasser in beiden Kolber 
erhitzt, bis es zu sieden anfiingt; der Sud wird etwa do Minuten 
lang withren gelassen. Dann loscht man die Fiammen aus, sperrt 
den Quetschhahn bet Kolben (A) ab und entziindet die Flammen 
unter dem Verbrennungsrohr. Nach einer Weile loschen) wir 
die Flammen aus, geben sodann dem Hahn Kk die Stellung II 
und lassen durch Kolben C CO,-freie Luft durehleiten. 

2. Die eigentliche Verbrennung: 

Der Kolben A wird abgenommen, ein bestimmtes Volumen 
einer untersuchten wiisserigen alkoholischen Losung hineingetan 
und wieder eingestellt. Ist das Verbrennungsrohr bereits bis 
zur Weibgliihhitze erhitazt, so wird die Nebenleitung (V) zum 
Aspirator durch den Hahn (K 1) abgesperrt, die Hiailne der Ab- 
sorptionsapparate fiir CO, sowie der Quetschhahn bei hoiben (A) 
geoffnet und die untersuchte Losung mabig (bis zu miibigem 
Kochen) so lange erhitat, bis 3/4 des urspriinglichen Volumeus 
abgedampft sind. Im Kolben CG sammelt sich kondensiertes 
Wasser an und das durch die Verbrennung des Alkohols ent- 
standene CO, wird durch den Aspirator in die Absorptions- 
apparate abgesaugt. Nachdem das angegebene Volumen ab- 
gedamptt ist, gibt man dem Hahn (lx) die Stellung (IL), ver- 
lOscht. die Flammen unter dem Verbrennungsrohr, stellt den 
Kolben (A) ab, damit er infolge des durch Auskihlen entstehenden 
Vakuums nicht springt, und erhitzt den Inhalt des Kolbens © 
unter mabiger Durchleitung von CO,-freier Luft bis zum Kochen, 
welches 5 Minuten unterhaiten wird. Dann l6scht man einfac!: 
die Flamme aus, schlieBbt sofort die (vor dem Versuch gewo- 
genen) Absorptionsapparate, wiegt in tiblicher Weise das 
und berechnet die ihm iiquivalente Menge Athylalkohol. 
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empfiehlt sich, den Inhalt des Kolbens C im voraus auf Alkohol 
resp. Oxydationsprodukte zu dem Zwecke zu untersuchen, um 
sich zu tiberzeugen, ob derselbe vollstiindig verbrannt wurde. 
Vor jeder neuen Verbrennung mu man natiirlich das eventuell 
reduzierte Kupferoxyd durch einen Luftstrom bei Weibgliihhitze 
oxydieren. 

Kine Bestimmung bei 50 com Losung dauert 3—+4 Stunden. 

Nachstehend fiihren wir einige Resultate an, die wir durch 
Verbrennen bestimmter, im voraus festgestellter Mengen abso- 
luten Alkohols erhalten haben. Der absolute Alkohol wurde 
aus verkiuflichem 99°/oigen Alkohol durch Destillation mit 
wasserfreiem Calciumoxyd in eine mit etwas wasserfreiem Kupfer- 
sulfat gefiillte Flasche dargestellt. Der Alkohol wurde gewogen. 

Es wurden 1,552 ¢ absoluter Alkohol abgewogen, mit 
Wasser auf 1000 com verdiinnt und in 50 com der Alkohol 
bestimmt. 

Durchschnitt aus drei Verbrennungen O,1283 CO,, was 
0.0672 ¢ Alkohol oder 99,49°/o der urspriinglich verwendeten 
Menge entspricht. 

200 com derselben LOsung wurden auf 1000 com verdiinnt 
und in d0- com dieser verdiinnten Losung wurde der Alkohol 
bestimmt, 

Durchschnitt aus drei Verbrennungen 0,0260 ¢ CO,, ent- 
spricht 0.0136 g Alkohol oder 100,74° des verwendeten Alkohols. 

Von der letzlerwahnten Lésung wurden 100 cem ab- 
pipettiert. 

Durchschnitt aus zwei Verbrennungen 0.0504 g CO,, ent- 
spricht 0,0264 g Alkohol oder 97,9°/o des verwendeten Alkohols. 

In den angefiihrten Fallen wurden jedesmal *4 des ur- 
spriinglichen Volumens abgedampft. 

Von derselben LOsung wurden 100 com abpipettiert und 
nur 4/2 des urspriinglichen Volumens abgedampft. 

Durchschnitt aus zwei Verbrennungen 0,0449 g CO,, ent- 
spricht 0,0235 Alkohol oder 87,03 °/o des verwendeten Alkohols. 

Es wurden 11,9725 Alkohol abgewogen, auf 500 com 
verdinnt und in 50 cem der Alkohol bestimmt: abgedampft 
wurden 3/4 des urspriinglichen Volumens. 
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Durchschnitt aus zwei Verbrennungen 0,3788 g CO,, ent- 
spricht O,1986 Alkohol oder 100,71° des verwendeten Alkohols. 

Von derselben Losung wurden 50 ccm abpipettiert, mit 
d0 com Wasser verdiinnt und bis auf ?4 des ursprtinglichen 
Volumens abgedamptt. 

Durchschnitt aus zwer Verbrennungen 0.3705 g CQ,, ent- 
spricht 0.1943 ¢ Alkohol oder 98,55" o des verwendeten Alkohols. 

Abgewogene 2.7035 Alkohol wurden auf 500 ver- 
diinnt, in 50 cem der Alkohol bestimmt, des urspriinglichen 
Volumens abgedamptt. 

Durchschnitt aus zwei Bestimmungen 0.5202 g CO,, ent- 
spricht 0.2728 g Alkohol oder LOO.91° des verwendeten Alkohols. 

Von derselben Losang wurden 50 cem abgewogen, 50 cem 
Wasser zugesetzt und auf der urspriinglichen Losung ab- 
gedamptt. 

Durchschnitt aus zwet Bestimmungen 0.5096 ¢ CO,, ent- 
spricht 0.2672 ¢ Alkohol oder 98,85° o des verwendeten Alkohols. 

Aus den hier angefiihrten Daten ist ersichtlich, dab man 
mindestens %4 des urspriinglichen Volumens der Lésung zur 
Verdampfung bringen mub, soll man die Gewibheit erlangen., 
dal tatsiichlich der gesamte Alkohol bereits verdampft ist. Man 
sieht ferner, dali bet Beobachtung aller Vorsichtsmabregeln sehr 
giimstigve Resultate erzielt werden, aus welechen man in Ver- 
bindung mut der piknometrischen Bestimmung auf das Vor- 
handensein und die Menge des Alkohols schlieben kann. 

Wird der Alkohol nach Reischauer-Aubry und zwar 
durch sechsfache fraktionierte Destillation je abwechselnd aus 
schwach alkalischer und schwach saurer Losung bestimmt, so 
kann man durch Verbrennen und bestimmen des CO, gegenseitiz 
die Richtigkeit der piknometrischen Bestimmung kontrollieren, 
was ber Ermittlung kleiner Mengen Alkohol unerliblich ist. 


Bestimmung der Essigsiaure. 


Die Essigsiiure wurde aus den Losungen, welche mit 
Schwetelsiiure angesiinert wurden, mit Wasserdampf abgetrieben 
und dann im Destillate als Silberacetat, und zwar in farblosen 
Krystallen ausgeschieden. Die jedesmal vorgenommene Silbev- 
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bestimmung ergab zwischen 62,3—65°%o Ag. Die Theorie ver- 
langt 64.64 Ag im C.H,O,Ag. 


Resultate der Versuche mit Rohenzym. 


In Tabelle XLI sind 9 Versuche verzeichnet, deren Re- 
sultate wir aus mehreren Beobachtungen als Durchsehnitt an- 
genommen haben. 

Aus diesen Versuchen geht zur Evidenz hervor, dab wir 
tatsiichlich den Nachweis erbrachten, daBb die aus den Pflanzen- 
siiften, welche von Gewebteilen und Zellen  vollstiindig fret 
waren, durch absoluten Alkohol und Ather eewounenen Nieder- 
schlige gdrungserregende Enzyme enthalten. Die Rohenzyme 
haben in der Tat bei volliger Abwesenheit von Bakterien in der 
Glukose eine Milchsiure- und alkoholische Giiruneg hervorgerufen. 

Dal tatsiichlich nur die Enzyme die Girung hervorriefen, 
dafiir haben wir foleende Belege: 

1. Bei der Uberimpfung des Inhaltes des Versuchskolbens 
auf Zuckergelatine- und Zuckeragarplatten konnte keine Bak- 
terienentwicklung nachgewlesen werden. 

2. Eine Giirung in den Kontrolikolben nach Uberimpfung 
eines Teiles des Inhaltes aus den Originalkolben (nach Absol- 
vierung der Girung in diesen) in die Kontrolikolben wurde 
nicht konstatiert: ferner: Die Menge des abgespaltenen Kohlen- 
dioxydes erschien so gering, dafi sie héchstens binnen 50 Stun- 
den 5—10 mg betrug. Natiirlich sind diese Quanten von Kohlen- 
dioxyd sehr unbedeutend, wenn man auf die Gesamtmenge des 
Kohlendioxydes Riicksicht nimmt, welches sich bei der Gérung 
abspaltet; oder sie sind auf einen Versuchsfehler zuriickzufiihren. 

Zu bemerken ist hier noch, dab wir in der bereits er- 
wihnten Tabelle nur solche Versuche anfiihrten, wovon wir 
genugend iiberzeugt waren. die Bakterien im Girungskolben 
nicht mitgewirkt haben. Der beste Beweis, dafi die Milchsaure- 
und alkoholische Géarung durch Enzyme hervorgerufen wurde, 
ist der, dali bei den gewonnenen Rohenzymen aus gefrorenen 
Pflanzenorganen in Glukoseldsung keine Girung beobachtet 
wurde, Ja sogar ohne Antiseptikum binnen 48 Stunden. Bei 
Beniitzung von 1—2°/5 Salievlséure wurde die Kohlendioxyd- 
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Tabelle XLI. 


Die hier angefiihrten analytischen Daten sind aus 3—4 Versuchsresultaten auf 10 ¢ Rohenzym umgerechnet worden. 
Temperatur 20° C. 


der in der die Girung der Giirung | | 

isoherten Enzyme vor sich geht Antiseptikuin in 
m § in g in g 
1. Wurzel der Zuckerriibe*) 15°/o Glukose Salicylsiiure D8 0.862 0.800 
2. > 15°/o 59 0.36 O813 0,793 
3. : , 15°/o Fruktose 1°/o 60 12 0.400 0,296 
4. Glukose 2 38 0.08 O.386 Q,289 
15° 0 2%/o 0,09 0.268 0,245 
6. Bitter 13° 0 44. 0.08 O.310 0.369 
> 15°. 1% 48 O.04 0.340 O 364 
8S. Knollen der Kartoffel 15° 0 48 0.25 0.321 () 284 
9. > 15 2° 0 +8 0.06 0.281 0.206 


' Die Rube nach 60 Vegetationstagen. 


| 
| 
| 
| 
' 
| | 
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abscheidung aus dem Girkolben nach 5 Tagen nur in ganz 
minimalen Mengen konstatiert. 

Die gewonnenen analytischen Resultate zeigen uns deut- 
lich, daB in allen Féllen Milchsiiure nachzuweisen war. Aus 
der Menge des gebildeten Alkohols und Kohlendioxyds ist zu 
ersehen, dab faktisch eine alkoholische Giirung vor sich ge- 
gangen Ist. 

Wir stellten sodann weitere Orientierungsversuche mit 
groBeren Mengen von Rohenzym an und zwar gaben wir in 
dem Versuchskolben 23—25 g Enzym hinein und beniitzten 
250 com 15°/oige sterilisierte Glukoselésung. Als Antiseptikum 
wurde wieder 2,5 ¢ Salicylsiure beniitzt. 

In einem Kolben wurde kohlendioxydfreie Luft durchge- 
leitet, durch den anderen Versuchskolben lieben wir Wasser- 
stoff durchstrémen. 

Im ersten Falle haben die Enzyme bei Sauerstoffzutritt 
den Giirungsproze} hervorgerufen, im anderen Falle bei Sauer- 
stoffabschlub. 

Nach 52stiindiger Giirung fanden wir nachstehende Ke- 
sultate : 

In Wasserstoffatmosphire wurde gefunden : 

C,H,O, = 0,528 g 
C,H,OH = 1,263 
CO, =: 1308 > 
Bei Sauerstoffanwesenheit wurde konstatiert: 
C,H.0, = 0,132 g 
C,H,OH = 1,682 » 
CO, 1,453 » 
C,H,O, = 0,321 » 

Ameisensiiure konnten wir qualitativ nachweisen. 

Die Gase, welche sich bei dem Abbau der Glukose bei Luft- 
zutritt durch Enzymwirkung bilden, sind Kohlendioxyd und Wasser- 
stoff. Beide diese Gase wurden qualitativ nachgewiesen. Die Ent- 
nahme derselben erfolgte aus einem Girkolben. Die Bestimmung 
des Kohlendioxyds geschah nach den geschilderten Methoden. So- 
dann wurde das kohlendioxyd- und wasserdampffreie Gas durch 
einen Verbrennungsofen hindurchgetrieben. Die Einrichtung des 
letzteren war ganz analog jenem, der bei der elementaren Analyse 


> 
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verwendet wird. Das aus dem Wasserstoff gebildete Wasser 
wurde in Chlorcalciumrohren absorbiert. Methan wurde nicht kon- 
statiert, seine Abwesenheit wurde in beigeschlossenen Geissler- 
sehen Apparaten bezw. durch Verbrennung gebildeter CO, mit 
Kaliumhydrat festgestellt. 

Wir fanden im 1. Falle auf 1,455 g gebildeten CO, 0,098 ¢ H. 

Im 2. Falle fanden wir auf 1,2 ¢ gebildeten CO, O,O81 g H. 

Im 3. Falle fanden wir auf 1,735 gebildeten CO, 0,045 g I. 

Wir konnen uns vorstellen, der Abbau der Glukose 
bezw. der Fruktose in der Pflanzenzelle durch nachstehendes 
hypothetisches Schema charakterisiert: wird. 

Hypothetisches Schema des Abbaues der Glukose verur- 
sacht durch Atmungsenzyme. 


CH, OH OH), COH 


2CH,- CHCOH) COOH > Abspaltung von 2CQ, 
2 CH,CH, OH > Abspaltung von 2H, 


Oxydation 


2 CH, - COOH > Abspaltung von 2C0, 
2 CH, > Abspaltung von 2H, 
2H- COOH > Abspaltung von 2CO, 
2H, > 2H, 


Dieses hypothetische Schema hat auf Grund meiner Studien 
Kollege Bach in Genf zusammengestellt. 

Wir haben unter den in dem obigen hypothetischen Schema 
angefiihrten Abbauprodukten alle mit voller Sicherheit — bis 
auf das Methan, dessen Nachweis uns bis jetzt nicht gelungen 


ist — konstatiert. 
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Dem Wasserstoff, welcher bei der. Degradation der Kohlen- 
hydrate und zwar durch die Wirkung der Atmungsenzyme als 
Endprodukt entsteht, ist in der chlorophyllhaltigen Zelle eine 
bedeutungsvolle Funktion bei der Assimilation des Kohlendioxyds 
zugewiesen. ks ist die Moglichkeit der Bildung von CH,O durch 
Reduktion des CO, nach der Formel: CO, —- 4 H = CH,0 H,O 
nicht ausgeschlossen. 

Viel wahrseheinlicher dirfte unsere Hypothese sein, dal 
das Kohlendioxyd durch Wasserstoff in statu nascendi zu Formal- 
dehyd unter Einwirkung der Sonnenstrahlen in der chlorophyll- 
haltigen Zelle reduziert wird, bei welchem Prozeli wieder Wasser 
entsteht, als die Hypothese von Baeyver, wo das Formaldehyd 
durch die Gleichung CO, +- H,O = CH,O —+- O, formuliert wird. 

Weiters ist noch zu betonen, dab die Assimilation des 
CO, nicht der chlorophythaltigen Zelle zukommt, sondern 
es auch von einigen chlorophylifreien Pflanzenzellen assi- 
miliert wird, wie wir das bel einigen Mikrobenarten sehen. 

Auberst interessante Mitteilungen hat in neuester Zeit 
Walter LOb in Bonn betreffend die Kenntnisse der Assimilation 
der Kohlensaure geliefert. 

LOb hat mein hypothetisches Schema des Glukoseabbaues 
durch Atmungsenzyme anders konstruiert. [ch wiedergebe daher 
dieses Schema nachstehend: 

C,H,,0, 


2 CH,CHOHCOOH 
~~ 
2 CH,CHOH 


+ 20, | 
2 CH,COOH 2H,0 


| — 200, _ 
2CH A 


30, | 


2 HCOOH 2H,0 
+o] 
2H,O 2C0, 
‘) Walter Lob in Bonn, Zeitschrift fiir Elektrochemie 1905; 
Landwirtschaftliche Jahrbiicher 1906. 


4.60 
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Diese Form ist in bezug auf den Assimilationsvorgang ge- 
wahlt, um sichtbar zu machen, dab das Volumen der bei dem 
Abbau abgegebenen Kohlensiéure mit dem des aufgenommenen 
Sauerstofles tibereinstimmt. 

Das folgende Schema, welches LOb zusammenfabte, beriick- 
sichtigt die chemisch durchaus moégliche, intermediire Bildung 


von Formaldehyd : 
CH, 


2 CH,CHOHCOOH 


2 CH,CH,OH 
+20, 
 2CH,COOH 4- 21,0 
x 20H, 
41.20, 


2CH,O 
+20, | 
2,0 

Auch hier sind Sauerstoffverbrauch und Kohlensaure- 
produktion dem Volumen nach natiirlich gleich, nur ist die 
Verteilung eine andere. 

Aus unseren langjahrigen Beobachtungen geht 
hervor, dafi in den Pflanzenzellen Atmungsenzyme 
vorhanden sind, welche eine Milchsaéure- und alkoholi- 
sche Girung hervorrufen. 

Die von uns gefundenen Enzyme sind in vieler 
Hinsicht der Zymase und der Lactacidase ahnlich. 

Wir haben zweierlei Arten von Atmungsenzymen 
vor uns und zwar: Die im Protoplasma sich abspielen- 
den primiren Prozesse werden 

1. durch die Enzyme Zymase (Milchsdurebil- 


dung) 
2? durch die Lactacidase (Alkohol und Kohlen- 


dioxydbildung) hervorgerufen. 
Die sekundiiren Produkte, welche sich durch weitere De- 


| 
( 
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gradation der Abbauprodukte kennzeichnen, gehen nur bei Ge- 
genwart von Sauerstoff vor sich. Durch Einwirkung wieder 
neuer Enzyme entsteht die Essigsiiure, wahrscheinlich Methan, 
Ameisensiiure und schlieBlich Wasserstoff. Die gebildeten Spal- 
tungsprodukte, soweit sie noch oxydierbar sind, werden durch 
den hinzutretenden Sauerstoff der Luft) zu Kohlendioxyd und 
Wasser verbrannt. 

Eduard Buchner und Jakob Metsenheimer!) in der 
neuesten Arbeit «Uber Milchsiiuregiirung» sowie Eduard Buch- 
ner und Rufus Gaunt «Uber die Essiggiirung?)» bestiitigten 
neuerdings, dafi die Milchsiiuregiirung, sowie die Essiggirung 
durch Enzyme hervorgerufen wird. Das erste Enzym, welches 
die Spaltung des Zuckers zu Milchsiiure mit Hilfe eines von der 
Lebenstiatigkeit der Mikroorganismen abtrennbaren knzyms be- 
werkstelligt, nennen die Verfasser Milchsiurebakterienzymase. 

Durch Eduard Buchner und Rufus Gaunt wurde sicher 
bewlesen, daf die Essigbakterien ihre oxydierende Wirkung der 
(iegenwart eines Enzyms einer Oxydase, die Verfasser Alkohol- 
oxydase nennen, verdankt. In den Daueressigbakterien scheinen 
sowohl Oxygenasen, wie Peroxydase und Katalase vorhanden 
zu sein, 

Die Arbeiten von RK. O. Herzog*) und Buchner und 
seiner Mitarbeiter bestiitigen also meine friiheren Angaben, 
welche ich schon im Jahre 1903 publizierte, welche dahin lauten, 
dal} in der lebenden Pflanzen- und Tierzelle Milchsiiure, Alkohol, 
Kohlendioxyd, Essig- und Ameisensiiure durch Knzyme_ gebil- 
det wird. 

Die Existenz unserer Atmungsenzyme wurde von vielen 
Seiten bestiitigt. Nur eine kleine Minoritiéit von Forschern ver- 
suchte es, die Frage nach dem Vorhandensein der Atmungs- 
enzyme im Pflanzen- und Tierorganismus noch als eine offene 
und die von uns auf Grund unserer Untersuchungen konsta- 
tierte Zersetzung der Hexosen durch die glykolytischen Enzyme 
als das Ergebnis von bBakterienwirkung hinzustellen. 


') Siehe Liebigs Annalen, Bd. CCCXLIX, S. 125—139. 
?) Siehe Liebigs Annalen, Bd CCCXLIX, S. 140 —184. 
3) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, 1902 3. 
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Wenn einzelne Autoren, wie Batelli, Mazé und Por- 
tier, tatsiichlich das Vorhandensein von Bakterien in ihren Ver- 
suchsfliissigkeiten konstatiert haben, so wiire es thre Pflicht 
gewesen, sich auch davon zu tiberzeugen, ob die gefundenen 
Bakterien, ihre Art und Zahl, imstande vewesen wiiren, eben- 
falls solche Prozesse zu verursachen, wie ich sie bet den Wir- 
kungen der yon mir isolierten Rohenzyme sichergestellt: habe. 
Jeder erfahrene Bakteriologe wird mir gern bestiitigen, dab sich 
unvemein schwer bet volligem AusschluBb von Bakterien ope- 
rieren lasse. Hat man sie aber da oder dort bei einer Operation 
konstatiert, so mul} man doch sicherlich untersuchen, ob und 
welehe Wirkung, eventuell welche Alteration einer anderen 
Wirkune ihre Anwesenheit im Gefolge haben konnte. Die blobe 
Konstatierung des Vorhandenseins emiger weniger Bakterien- 
spezies in einer Giirfliissigkeit reicht, meiner Erfahrung und 
Uberzeugung nach, durchaus nicht hin, um eine so eminente 
und aufffillige Wahrheit) zu bestreiten, wie die von mir fest- 
gestellte glykolytische Wirkung der von mir isolierten Enzyme. 
Es geniigt das um so weniger, wenn man erwigt, dai 1. un- 
anzweifelbar feststeht, daB durch einzelne meiner Enzyme, was 
jedes Mitghed unseres Laboratoriums bestiitigen kann, sofor- 
tige Gérungserscheinungen bei Eintragung des En- 
zymes in die Zuckerlésung auftraten, welche Tatsache 
auch Angiola Borrino, A. Herlitzka, Blumenthal und 
Feinscehmidt konstatiert haben. Man nenne uns demgegen- 
iiber auch nur ein einziges Beispiel einer gleichen Wirkung 
von Bakterien. 

2. Haben wir zu unseren Giirtliissigkeiten stets eine solche 
Menge von Desintizientien zugesetzt (1—2°/o Toluol oder 1—2° » 
Salicylsiiure), dal durch sie jegliche Bakterienwirkung fiir jeden 
niichternen Bakteriologen von vornherein ausgeschlossen  er- 


scheint. 

Bei dieser Gelegenheit will ich des der Paradoxie nicht ent- 
behrenden Faktums gedenken, die obenerwahnten Forscher 
die auf zymatischer Wirkung beruhenden gegenwirtigen Ver- 
suche Buchners nicht anzweifelten, trotzdem er weit geringere 
antiseptische Dosen benititzte als ich. Ieh zitiere hier diesbe- 
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zuglich die Berliner Berichte Nr. 38 vom Jahre 1903 und Nr. 2 
yom Jahre 190%. Diesen zufolge benutzte Buchner zu seinen 
Versuchen 800 cem Hetfeprebsaft, 80 ¢ Rohrazueker und & com 
Toluol. In einem zweiten Faille beniitzte er 300 com Prebsaft 
und nur 3 cem Toluol usw. Wenn nun Buchner schon bet 
einer viel geringeren Dosis von Antisepticis der Ausschlub der 
Bakterienwirkung oline weiteres eingerdéiumt wird, mit welchem 
Rechte bezweifelt man die VerléBlichkeit meiner Versuche und 
ihre Resultate, wo ich auf 50 cem Glukosel6sung und 5 & Roh- 
enzym g Toluol. also 1--2°/o oder O5—1 Salievi- 
siure verwendete ? 

Wir haben bereits in unseren friiheren Arbeiten hervor- 
gehoben, dab wir die Moglhchkeit der Bakterienwirkung und 
ihre Konsequenzen stets im Auge behalten haben und dali die 
von uns durch Enzyme hervorgerufenen Girungsprozesse in 
einer Zeitdauer absolviert waren, inerhalb welcher die Bak- 
terien noch gar keine Wirkung, oder doch nur eine ganz un- 
verhiiltnismibig geringe, zu erzielen vermocht hiitten. 

Wir diirfen ferner, was unsere friiheren Versuche betrilft, 
nicht unerwiithnt lassen. dab ihre Zahl in die Hunderte geht, 
wobei ich im Verlaufe von 5 Jahren, die sie umfassen, mit 
meinen Assistenten mehrere Meterzentner Pilanzen- und Tler- 
organe verarbeitete. Von allen diesen Versuchen wurden jedoch 
nur diejenigen publiziert, bei denen auch pur der leiseste Zweifel 
deplaziert erschiene. Angesichts eines solchen Untersuchungs- 
materials sind wohl ein paar, als mibgliickt zu bezeichnende, 
vielleicht nicht einmal mit der erforderlichen Akkuratesse und 
Vorsicht) ausgeftihrie Experimente, als welche sich dicejenigen 
namentlich von Batelli und Portier auf den ersten Blick geben, 
nicht geeignet, eine so umfassende und nach allen Richtungen 
hin gesicherte Arbeit, wie es diejenige unserer Tsolierung von 
Enzymen ist, deren Tragweite heute allgemein anerkannt wird, 
auch nur zu alterieren! 

Nicht unbemerkt konnen wir namentlich die Arbeiten von 
Portier!) lassen, aus welchen hervorgeht, dafi sich derselbe 


1) Annales de l'Institut Pasteur 1904. 
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nicht einmal die Mihe gegeben hat, unsere Arbeiten genau 
durchzustudieren, wie dies seine Versuchsmethodik dokumentiert. 

Von grobem Interesse ist allerdings, da’ er zur Bestim- 
mung des Alkohols die total ungenaue Methode von Nicloux 
anwendete und imittels dieser ganz unverliblichen Methode 
1—3 mg Alkohol bestimmte und mit dieser Menge kalkulierte.(!!!) 
Uberhaupt ist aus seiner Arbeit, die in den «Annales de 
Institut Pasteur», Nr. 10, 1904, erschienen ist, ersehen, 
welche unglaubliche Mangeihaftiekeit der Chemisch-analytischen 
upd bakteriologischen Untersuchungsmethoden er bel seinen 
diesbeziiglichen Forschungen hat walten lassen missen. 

Was fiir einen Wert haben nun solche Kinwande gegen 
unsere langjihrigen und gewissenhaflten Forschungsergebnisse ? 


Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskelin. 
VII. Mitteilung. 
Uber einige Verbindungen des Carnitins. 
Von 
R. Krimberg. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der Universitat Moskau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Dezember 1906. 


Aus der Arbeit, welche Gulewitsceh gemeinschaftlich mit 
mir im vorigen Jahr verOffentlicht hat,4) und in welcher von 
der Entdeckung des Carnitins in Liebigs Fleischextrakt be- 
richtet wird, ist zu ersehen, dab diese Base zum = erstenmal in 
der Form ihres Chloroplatinats isoliert worden ist. Daselbst 
ist das Carnitinchloroplatinat C,,H,,N,O,C1,Pt als eine aus 
erkaltendem 80 °/oigem (Tr.) Alkohol in sehr kleinen und kurzen 
orangeroten Prismen krystallisierende, im Wasser, sogar kaltem, 
sehr leicht losliche und bei 214—218° unter starker Zersetzung 
schmelzende Substanz charakterisiert worden. 

Die Mutterlauge von der Sublimatfraktion, aus welcher 
dieses Chloroplatinat dargestellt worden war, wurde stark ein- 
geengt. Der hinterbliebene Sirup war jedoch nicht zur Kry- 
stallisation zu bringen, weder durch Stehenlassen noeh durch 
Zerreiben mit Alkohol. Infolgedessen wurde die Substanz von 
neuem im Wasser geldst, die Fliissigkeit mit Schwefelwasser- 
stoff zersetzt, vom Quecksilbersulfid befreit, mit Soda neutrali- 
siert und auf dem Wasserbade bis zur Trockene eingedampft. 
Der Riickstand wurde mit absolutem Alkohol ausgezogen, der 
Auszug eingedampft, der neue Riickstand in absolutem Alkohol 
gelost, und die alkoholische LOsung abermals mit einer heiben 
konzentrierten alkoholischen L6ésung von Quecksilberchlorid 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLV, 3. 326. 
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ausgefillt. Der Niederschlag hatte die Konsistenz eines dicken 
zihen Teiges: nach dem Stehen unter der alkoholischen Fliissig- 
keit wurde er zerrieben, abgesaugt und mit Alkohol gewaschen. 
Das erhaltene gefarbte Pulver war stark hygroskopisch und 
mufite deshalb im Exsikkator aufbewahrt werden. Die Substanz 
wurde mehrmals mit) kochendem Wasser unter Zusatz von 
Tierkohle ausgezogen. Aus dem durch einen Hei®wassertrichter 
filtrierten und erkalteten Auszuge fiel eine kleine Menge eines 
sehr feinen krystallinisehen Pulvers aus, welches entfernt wurde, 
Die emgeengte Mutterlauge lieferte noch eine andere Krystall- 
fraktion, welche gewaschen und getrocknet 3,5 g¢ wog. Unter 
dem Mikroskop stellten die Krystalle strahlige Drusen aus gut 
ausgebildeten schmalen und kurzen, an den Enden zugespitzten 
Prismen dar. Die AuslOschungsrichtung in den letzteren war 
der lingeren Kante, welche der Achse der groferen Elastizitat 
entsprach, parallel!) Stehen in der Luft) zog die Sub- 
stanz keine merklichen Feuchtigkeitsmengen an. kin Teil der 
Krystalle wurde zerrieben, im Vakuum tber Schwefelsiiure 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, wobei es sich erwies, 
dali die Substanz kein Krystallwasser enthielt, und analysiert. 

Substanz, in einem Schiffehen mit gepulvertem Blei- 
chromat bedeckt und in einem langen mit Bleichromat gefiillten Rohr 
mit vorgelegter Kupfer- und Silberspirale verbrannt, gaben 0.1823 g CO, 
und H,O. 

Il. Aus OS8I9S ¢ Substanz wurden 15.70 cem N_ bei 21° und 
793 mm Bar. erhalten. 

0.2695 Substanz lieferten g Hg, als HgS ausgeschieden. 

IV. Aus dem init Caleiumearbonat eingedampften Filtrate vom Queck- 


silbersulfidniederschlage resultierten 0.2264 g¢ Ag(], 


Gefunden: Berechnet fiir 

A II. IV. C,H,,NO, 2 HgCl, : 

11.98" — — C = 
2,21°/o - H = 2.15% 
214% — N =  2,00% 
He 57,31 Hg 56,90 °/o 
— 20,76 9/0 Cl = 
O = 6,83°%,o 


') Alle in dieser Arbeit vorkommenden krystallographischen Unter- 
suchungen wurden von Herrn Prof. WL Gulewitsch licbenswiirdiger- 


weise ausgefuhrt. 
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Die analysierte Substanz schmolz bei 196° unter Zer- 
-etzung. Die Loslichkeit derselben wurde bet 25° in einem 
croben Ostwaldschen, mit Mischvorrichtung versehenen Wasser- 
bade gepriift, wobei es sich erwies, dai t Teil der Substanz 
nach 7 Stunden sich in 186 Teden und nach 24 Stunden sich 
in 179 Teilen Wasser gelést hatte. 

Die soeben angefthrten Resultate der Analysen zeigen 
somit, dab die Zusammensetzung der erhaltenen Sublimatver- 
bindung am besten mit der Formel CjH,,NO, 2HgCl, iiberein- 
stimmt. Da jedoch diese Formel keine HCl-Gruppe enthiilt 
und folglich von dem tblichen Typus der Sublimatdoppelverbin- 
dungen der organischen Basen abweicht, und da auberdem die 
Differenz zwischen dem gefundenen Prozentgehalt an Queck- 
siiber und Chlor in der Substanz und dem = fiir die Formel 
CiH,,NO, 2HgCl, berechneten beinahe 0,6°/o erreicht, so wurden 
die gefundenen Resultate vorlaiufig als ungeniigend und weiterer 
Bestiitigungen bedirftig erachtet. 

Der aus einer anderen Portion Fleischextrakt erhaltene 
Sublimatmederschlag wurde auf die in der oben angefiihrten 
Arbeit angegebene Weise mit kochendem Wasser extrahiert. 
Aus dem ea. I'/2 | betragenden Extrakte fiel zuerst ein ge- 
ringer Niederschlag aus, welcher entfernt wurde. Die bis 
ca. 200 com eingeengte Mutterlauge lieferte eine neue, in luft- 
trockenem Zustande 14g wiegende Krystalifraktion. Diese zweite 
Fraktion entspricht also derjenigen, aus welcher bei der Be- 
handlung der ersten /leischextraktportion das Carnitinchloro- 
platinat dargestellt worden war. Die erhaltene und im Vakuuim 
liber Schwefelsiure getrocknete Substanz schmoiz aber schon 
bei 192°, withrend der Schmelzpunkt der oben analysierten 
Sublimatverbindung um 4° hoher lag. Infolgedessen wurde 
sie nochmals mit kochendem Wasser unter Zusatz von Tier- 
kohle extrahiert. Die dritte be: dieser neuen fraktionierten 
Krystallisation erhaltene 4 g wiegende Portion sah vollstindig 
rein aus und schmolz bei 194—195°. Ein Teil der Krystalle 
dieser letzten Fraktion wurde zerrieben, im Vakuum bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet und zur Bestimmung des Queck- 
silber- und des Chlorgehalts verwandt. 
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V. 0.3254 g der Substanz lieferten O,1880 g Hg, als HgS ausge- 


schieden. 
VI. Aus dem mit Calciumearbonat eingedampften Filtrate vom 


OQuecksilbersulfidniederschlag wurden 0.2790 g AgCl erhalten. 


Gefunden : Berechnet fiir C,H,,NO,+2 : 
Hg = 57,78” 0 Hg 56.90 
Cl = 21,20°%o Cl == 20,17°/o 


Die gefundenen Prozentzahlen entsprechen zwar am besten 
ebenfalls der Formel C,H,,NO, - 2HgCl,: vergleicht die- 
selben aber mit den bei der vorigen Analyse gefundenen, so 
sieht man jetzt eine noch grébere Abweichung von dieser Formel, 
obwohl die beidemal erhaltenen Zahlen ziemlich gut miteinander 
zusammenpassen. Von den verschiedenen denkbaren Erklarungs- 
arten dieser Abweichung hat sich diejenige als vollstéindig 
begriindet erwiesen, welche die Moglichkeit der Bildung der 
Sublimatverbindungen von verschiedener Zusammensetzung 
setracht zieht. 

Die obigen Quecksilberverbindungen waren niimlich aus 
Losungen von Carnitin dargestellt worden, welche vorher mit 
Salzsiiure unter der Kontrolle eines Lackmuspapiers neutralisiert 
waren. Spiter wurde aber gefunden, dali dabei ein Teil der 
Base dureh die Siiure nicht gebunden wird, sondern in freiem 
Zustande bleibt. Um aber durch Zusatz von Sublimat eine 
Doppelverbindung mit einer oder mehreren HCl-Gruppen im 
Molekiil erhalten) kénnen, die Base zuerst natiirlich 
wenigstens in das Monochlorhydrat tibergetiihrt werden. Infolge- 
dessen wurde eine Losung von freiem Carnitin resp, dessen 
Carbonat, welches auf die tibliche Weise aus dem Phosphor- 
wolframat isoliert worden war, mit verdiinnter Salzsiaure in 
kleinem Uberschuf, und zwar unter der Kontrolle eines roten 
Kongopapiers versetzt und auf dem Wasserbade bis zur Trockene 
eingedamplt. Der hinterbliebene gelblich gefiirbte Sirup  er- 
starrte beim Stehen tiber Schwetelsiiture zu einer schwachgelb- 
lichen krystallinischen Masse aus radial gruppierten feinen, an 
der Luft leicht zerflieblichen Nidelchen. Das Chlorhydrat wurde 
in 9)°/oigem Alkohol gelOst und die LOsung mit konzentrierter 
alkoholischer Sublimatlésung ausgefiillt. Das ausgeschiedene. 
anfangs gelbe, spiiter aber gelblich graue Ol zeigte jedoch beim 
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Stehen nicht die geringste Neigung zur Krystallisation, obwohl 
die alkoholische Fliissigkeit mehrmals abgegossen und durch 
frischen Alkohol ersetzt wurde. Nach einigen Tagen wurde 
das Ol mit Alkohol gewaschen und in einen Vakuumexsikkator 
iiber Schwefelsiiure gvestellt. Binnen zwei Wochen hatte sich 
das Ol in einen dicken, ziihen Teig verwandelt. Derselbe liste 
sich) ziemlich leicht kochendem Wasser. Aus der durch 
einen HeiBwassertrichter filtrierten Losung sclied sich zuerst 
etwas amorphe Substanz aus, nach deren Entfernung die Mutter- 
lauge stark eingeengt wurde. Beim Stehen tiber Nacht hatte 
sich eine kleine’ Krystallfraktion ausgeschieden, welche unter 
dem Mikroskop unregelmabig zusammengewachsene Tiifelchen 
darstellte. Dieselbe wurde abgesaugt, zerrieben und im Vakuum 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die Substanz enthielt 
kein’ Krystallwasser und wurde zur Quecksilber- und Chlor- 
bestimmung verwandl. 

O,2047 Substanz gaben O,1349 ¢ Hy, als HgS ausgeschieden. 

Vill. Aus dem mit Calciumearbonat eingedampften Filtrat) vom 
Schwetelquecksilber wurden 0.2082 g AgCl erhalten. 


Gefunden : Berechnet fiir C.H,.NO,- : 
Hg == 65,90 Hg = 65,83°/0 
29,16”, 0 Ci = 26,22 


Im Kapillarrohr bis 211—215° erhitat, fing die Substanz 
an zu sehmelzen: bei weiterem Erhitzen Zersetzung ein, 
gewOhnlich aber meht hoher als bei 220°. 

Durch die Isolierung dieser neuen Quecksilberverbindung 
ist die oben gemachte Voraussetzung, dab die friiher analy- 
sierten Sublimatverbindungen keine vollstindig einheitlichen 
Korper gewesen sind, bestiitigt. Da der gefundene Prozent- 
gehalt an Quecksilber und Chlor in denseiben, wie oben an- 
gegeben, beidemal am besten der Formel C,H,,NO, 2HgCl, 
entsprach, so koOnnte man jetzt erwarten, auber der Ver- 
bindung CjH,,NO, HCL. noch ein anderes Sublimat- 
doppelsalz des Carnitins mit 1 Molekiil Quecksilberchlorid und 
HCl-Gruppe existiert. D.ese Voraussetzung hat sich aber 
nicht bestitigt, da wuch bei der Faliung einer LOsung von freiem 
Garnitin resp. dessen Carbonat mit Quecksilberchiorid, niimlich 
die Verbindung C,H,,NO, -2HgCl, erhaiten wurde. 
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Das aus dem Phosphorwolframat isoherte freie Carnitin 
resp. dessen kohlensaures Salz wurde 95°/oigem Alkoho| 
gelost und die LOsung mit konzentrierter alkoholischer Sublimat- 
losung ausgefallt. Der anfangs ein wenig harzig ausgeschiedeje 
blabeelbe Niedersehlag wurde sehr bald. niimlich bei weiterer 
Hinzufiigung des Fallungsmittels und beim Zerdriicken mit einem 
Gilasstabe, Krystallinisch und erhielt eine vollstindig weibe Farbe. 
Gegen Ende der Fallung aber fiel der Niederschlag sofort kry- 
stallinisch und weib aus. Am anderen Tag wurde er abve- 
sauet, mit Alkohol gewaschen und in kochendem Wasser gelést. 
Aus der heib filtrierten Fliissigkeit) schieden sich zuerst dem 
Ansehen nach reine, aber schwach gelbliche Krystalle, welehe 
entfernt wurden. Die stark eingeengte Mutterlauge lieferte da- 
nach eine neue vollstiindig weibe Krystallfraktion, welche ab- 
gesaugt und gewaschen wurde. Kin Teil der Krystalle wurde 
zerrieben, im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet ind 
analysiert. _Krvstallwasser enthielt’ die Substanz nicht. 

IX. 0.2881 ¢ Substanz lieferten OL641 Hye, als ausgeschieden. 

X. Aus dem mit Calciumearbonat eingedamplten Filtral resuliierten 


0.2393 ¢ Ag. 


Gefunden: Berechnet fiir C,H,,NO, 2 
Hy 56.96% He = 5690" o 
Cl = 20,53°/o Cl = 20,17% 


Die analysierte Substanz schmolz bet 196—197° unter 
Zersetzung. 

Ks gibt also Doppelsalze des Carnitins mit) Queck- 
siberchlorid. Je nach den Fiillungsbedingungen wird entweder 
das eine oder das andere, oder endlich ein Gemenge beider 
Salze ausgeschieden. Aus alkoholischen L6sungen von freiem 
Carnitin resp. dessen Carbonat erhilt man durch Zusatz einer 
alkoholischen Sublimatlosung die Verbindung C,H,,NO, 
dagegen aus CarnitinlOsungen, welche einen kleinen Uberschuls 
von Salzsiiure enthalten, fillt dabei die Verbindung 

CjH,,NO, - HCL. 6HgCl, 
aus, und endlich aus Losungen, welche unter der Kontrolle 
eines Lackmuspapiers neutralisiertes Carnitin enthalten, wird 
ein Gemenge beider Verbindungen ausgeschieden, weil, wie wi? 
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schon oben erwithnt haben, beim Neutralisieren mit Salzsiiure 
nicht alles Carnitin in das Chlorhydrat tibergefiihrt wird. Die 
Tatsache, dab in diesem letzteren Fall doch beinahe reine Subiimat- 
doppelsalze des Carnitins von der Zusammensetzung 
CjH,,NO, - 2HgCl, 
erhalten werden. erklirt sich dureh die Eigenschaften dieser 
beiden Koérper. Die Verbindung C,H,.NO, HCL. 6 HgeCl,, welche 
sich gewobnlich als schwer krystallisierbares OL abscheidet, ist 
viel leichter tm Wasser loslich, als die Verbindung 
C,H,;NO, - 2 HgCl,, 

welche eine verhaltnismabig grobe Krystallisationsfihigkeit be- 
siizt. Wird also mil Salzsiiture neutralisiertes Carnitin mit 
Quecksiberchlorid gefiilit, so scheiden sich dabei beide Ver- 
bindungen aus, die cle, wenlgstens zum groften Teil, sofort 
krystalliniseh, die andere als Ol Unterwirft man dieses Ge- 
menge einer fraktionierten Krystallisation, so scheidet sich dabei 
die Verbindung mif 2 Sublimatmolekiilen zuerst ab, wihrend 
die andere in der Losung zuriickbleibt, welche man gew6hnlich 
zur Sirupdicke einengen kann. ohne dab die Verbindung 
wuskrystallisiert. Bei solchem Verhalten der beiden Salze wird 
es klar, weshalb die beiden zuerst analysierten Priiparate sich 
wis beinahe reine Sublimatdoppelsalze des Carnitins von der 
Zusammensetzung C.H,.NO, 2HgCl, erwiesen haben. Es unter- 
liegt keinem Zweifel, dali bei weiterem Umkrystallisieren dieses 
Salz in vollig reinem Zustande erhalten worden wire. 

Da die Verbindung CjH,,NO,;-2 HgCl, gut krystallisiert 
und bet ibrer Bildung aus freiem Carnitin resp. dessen Carbonat 
und Quecksilberchlorid sich sofort krystallinisch abscheidet, so 
kann man sich ihrer mit gutem Erfolge bei der Isolierung und 
Reinigung des Carnitins bedienen. Dieser letzte Umstand hat 
eine wichtige praktische Bedeutung, weil auBer den Verbindungen 
des Carnitins mit dem kostspieligen Platinehlorid oder Gold- 
chiorid bis jetzt keine anderen bekannt waren, welche man zu 
diesem Zweck hiitte benutzen kOnnen. Wenig geeignet ist dazu 
auch das Carnitinphosphorwolframat, dessen ich mich unter 
liebenswiirdigem Beistand des Herrn Prof. Wi. Gulewitsch 
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bei der Isolierung der Base einigemal bedient habe,!) weil in 
diesem Fall die mit ziemlich groben Verlusten verkniipfte Iso- 
licrung unter der Kontrolle der krystallographischen Untersuch- 
ung ausgefiihrt werden SchlieBlich muBb noch auf den 
Schmelzpunkt der Verbindung C,H,,NG, - 2 HgCl, hingewiesen 
werden, welcher, wie schon oben angegeben, bei 196—197 ° 
liegt und im Unterschiede zu demjenigen der Verbindung 
CH,,NO, - HCL. 6 

sehr bestindig und charakteristisch ist. 

Das Carnitinphosphorwolframat krystallisiert aus er- 
kaltendem Wasser in zuweilen fiicherartig gruppierten feinen 
Niidelchen. Unter dem Mikroskop stellen die Krystalle Nadeln 
oder lange, sechmale an den Enden schief abgeschnittene Tifelchen 
dar. Die AuslOschungsrichtung ist in denselben der langeren Kante, 
welche der Achse der kleineren Elastizitit entspricht, parallel. 

Zur Darstellung des Carnitinchlorhydrats wurde die 
durch fraktionierte, unter der Kontrolle der mikroskopischen 
Untersuchung durchgefiihrte Krystallisation ihres Phosphorwol- 
framats aus heibem Wasser gereinigte Base verwandt.  Die- 
jenigen Fraktionen, welche sich als aus dem Carnitinphosphor- 
wolframat bestehend erwiesen, wurden auf die tibliche Weise 
mit Barythydrat zersetzt, und die nach dem Entfernen des tiber- 
schiissigen Baryts erhaltene Fliissigkeit mit verdiinnter Salzsiiure 
neutralisiert. Hherbei wurde folgende interessante Beobachtung 
gemacht, welche richtig zu erkliiren, wahrscheinlich erst nach 
der Ermittelung der Struktur des Carnitinmolekiils méglich sein 
wird. Beim Versetzen der Fliissigkeit mit Salzsiiure gelangt 
man niimlich zu einem Moment, von welchem an stets Lackmus- 
papier nicht mehr sofort, wie beim Anfang des Neutralisierens, 
sondern erst nach einigem Stehen an der Luft geblaut wird. °) 


') Der Umstand, daf die Sublimatverbindung C,H,,NO, + 2 HgCl, zur 
Isolierung und Reinigung des Carnitins weit mehr als sein Phosphor- 
wolframat palit, war beim Anfang dieser Versuche noch nicht bekannt. 

*) Vielleicht steht diese Erscheinung mit der Anwesenheit des 
kohlensauren Salzes des Carnitins in der Fliissigkeit teilweise im Zu- 
sammenhang, welches Salz sich an der Luft allmiihlich zersetzt, wobe! 
rotes Lackmuspapier von der freien Base geblaéut wird. 
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Zu gleicher Zeit fangt ein mit der Fliissigkeit befeuchtetes blaues 
Lackmuspapier an sich schon zu roten, obwohl dabei, wie es 
sich spiiter gezeigt hat, der gréfere Teil des in der Fliissigkeit 
enthaltenen Carnitins noch ungebunden geblieben ist. Die zu 
neutralisierende Fliissigkeit wurde so lange mit Salzsiiure ver- 
-etzt, bis damit befeuchtetes und an der Luft trocken gewordenes 
rotes Lackmuspapier noch eine sehr schwach blaue Fiirbung 
zeigte, wiihrend das blaue Papier schon deutlich gerétet wurde, 
und auf dem Wasserbade bis zur Trockne eingedampft. Der 
Riickstand wurde tiber Schwefelsiéiure getrocknet, wobei er sich 
in eine Krystallmasse verwandelte. Die Substanz wurde in 
wenig absolutem Alkohol gelést, und die L6sung mit wasser- 
freiem Ather gefiillt. Der Ather wurde zweimal von dem aus- 
geschiedenen O} abgegossen und durch frischen ersetzt, ohne 
jedoch zur Krystallisation der Substanz zu gelangen. Alsdann 
wurde der Ather entfernt, und der Riickstand im Vakuum iiber 
Phosphorséiureanhydrid gehalten, wo er sich sehr bald in eine 
weibe, ziemlich harte, sehr hygroskopische Masse verwandelte. 
Die auf diese Weise bis zu konstantem Gewicht getrocknete 
Substanz drehte die Polarisationsebene der Lichtstrahlen stark 
nach links.') Der genaue Wert der spezifischen Drehung des 
Carnitinchlorhydrats konnte jedoch auf solche Weise nicht er- 
halten werden, da dem Chlorhydrat, wie wir gleich sehen werden, 
verhaltnismiibig grofie Mengen von freiem Carnitin resp. dessen 
Carbonat beigemengt waren. 

Da es bei der Darstellung des Carnitinchlorhydrats kein 
Merkmal gibt, an welchem man sich beim Hinzufiigen der Salz- 
siure hiitte halten kOnnen, so war es natiirlich notwendig, den 
Chlorgehalt in der auf das optische Drehungsvermoégen  unter- 
suchten Losung zu bestimmen. 4,3493 g der polarisierten und 
0.1811 g Substanz enthaltenden Losung lieferten 0,0320 ¢ Chlor- 
silber resp. O,OO8L g Chlorwasserstoff, welche 0.0358 g freies 
Carnitin unter der Bildung von 0,0439 g Monochlorhydrat binden 
konnen. Man sieht also, daB beim Versetzen der Lisung des 
aus seinem Phosphorwolframat isolierten Carnitins mit Salz- 

4) Die spezifische Drehung der untersuchten Substanz wurde fiir 
eine etwa 4%/oige Lisung gleich — 24.1° gefunden. 
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siure bei den oben geschilderten Bedingungen nur etwa !/s der 
Base durch die Siture gebunden worden war. 

Um jedoch endlich dariiber Sicherheit zu erlangen, dat} 
die aus dem Phosphorwolframat isolierte und zur Darstellung des 
Chlorhydrats angewandte Substanz nichts anderes als Carnitin 
war, wurde ein Teil derselbeu auf die friiher beschriebene Weise 
in das Chloroplatinat tbergefiihrt. Der Schmelzpunkt des aus 
heibem SO° oigen (Tr.) Alkohol umkrystallisierten Chloroplatinats 
lag bei 216°. 


XT. 0.0930 ¢ Substanz hinterliefen nach dem Gliihen 0.0247 @ Pt. 


Gefunden : Berechnet fir 
Pt 26,56" Pt = 26,62 °/o 


Zur Darstellung des Golddoppelsalzes des Carnitins 
CLH,,NO, HEL. AuCl, wurde ebenfalls dieses Chlorhydrat  an- 
gewandt.  Dasselbe wurde wenig Wasser velost, und die 
Losung mit Goldchlorwasserstoffsiiure gefallt. Im Anfang sehied 
sich dabei der Niederschlag teilweise als harzige dunkelgelarbte 
Masse aus, welche beim Driicken mit einem Glasstabe sehr bald 
krystallinisch wurde und eine gelbe Farbe erhielt, der grébere 
Teil desseiben jedoch gleich krystallinisch und citronengel) 
aus. Die Substanz wurde vorsichtig gewaschen und aus heibem 
Wasser umkrystallisiert. Bei raschem Erkalten der Losung 
schied sich ein Teil des Chloroaurats wieder als dunkles orange- 
farbenes OL aus, welches ebenfalls sehr bald krystallinisch wurde. 
Die erhaltenen WKrystalle traten unter dem Mikroskop als kleine 
Niidelchen und schiefe vierseitige, oft unregelmabig gebildete 
Téfelchen auf. Die AuslOschungsrichtung war der langeren 
Kante, welche der Achse der kleineren Elastizitat entsprach, 
parallel, Bei langsamem Erkalten der Losung dagegen wurden 
zweierlei Krystalle des Goldsalzes erhalten, niimiich hellgelbe 
Niidelchen und viel dunklere orangefarbene bis zu 1 cm lange 
grobe Nadeln oder Prismen. Es muf hier darauft hingewieset 
werden, dab diese zwiefache Art der Krystalle fiir das Carnitin- 
golddoppelsalz charakteristisch ist, obwohl die letztere Krysta!l- 
form auch zuweilen ausbleiben kann. Der Niederschlag wurde 
mit wenig Wasser gewaschen, ein Teil davon zerrieben, be! 
105° getrocknet und analysiert. Krystallwasser enthielt die 
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Substanz nicht; sie schmolz ber 150° zu einer roten etwas 
triiben Fliissigkeit, welche beim Erkalten wieder krystallinisch 
erstarrte. 

XH. 0.1535 ¢ Substanz hinterlieben nach dem Glihen 0.0608 g Au. 


Gefunden : Berechnet fiir C,H,,NO, AuCl,: 
Au = 39.61% Au —= 39.3590 


Das salpetersaure Salz des Carnitins wurde aus 
analysenreinem Carnitinchloroplatinat dargestellt. Dieses letztere 
wurde in das Phosphorwolframat tibergefiihrt, die Losung der 
aus demselben tsolicrten Base resp. deren Carbonats mit ver- 
diinnter Salpetersiiure bis zur neutralen Reaktion auf Lackmus 
versetat?) und stark eingeengt. Der hinterbliebene Sirup wurde 
eine Zeit im Vakuum tiber Schwefelsiiure gehalten, wobet er 
rasch krystallinisch erstarrte. Die Substanz war sehr hygro- 
skopisch und roch aéhinlich der freien Base und dem oben be- 
schriebenen Chlorid deutlich nach Trimethylamin, so dal man 
schon a prior! vermuten konnte, dal das Carnitin hochstwahr- 
scheinlich ein Abkommiing des Trimethylamins ist. Beim Kochen 
der Substanz mit WKupfercarbonat wurde kein Kupfersalz er- 
hallen. Sie drehte die Polarisationsebene der Lichtstrahlen 
ebenfalls nach links. 

Gelegentlich der von mir ausgesprochenen Vermutung, dafs das 
Novain héchstwahrscheinlich mit dem Carnitin identisch ist (Diese Zeit- 
sehrift, Bd. XLVI, S. 418), sagt Kutseher in einer mich betreffenden 
Anmerkung zu seiner vor kurzem erschienenen Arbeit: «Zur Kenntnis 
des Novains» (Diese Zeitschrift, Bd. XLIX. S. 47) u. a. folgendes: «Kr 
benutzte .. . . die von mit gutem Erfolge angewandte fraktionierte 
Killung mit Goldchlorid, um die Goldverbindung des Carnitins darzu- 
stellen, die weitgehende Alinlichkeit) mit dem von mir beschriebenen 
Novaingoldchlorid zeigt.» Ich fiihle mich genotigt, hierauf zu erwidern, 
diese Behauptung, ich hitte mich bei meinen Arbeiten mit) dem 
Carnitin, némlich emer von Kutscher mit gutem Erfolge angewandten 


‘) Fin von mir aus frischem Rindfleisch dargestelltes Priiparat 
dieses Salzes schmolz etwas héner, nimlich ber (Diese Zeit- 
schiift, Bd. XLVI, S. 416). 

*) Dieses Salz war friiher als das Carnitinchlorhydrat, von welchem 
oben die Rede war, dargestellt worden. Da die Versuchsbedingungen 
bei der Darstellung beider Salze ein und dieselben waren, so muf man 
wohl annehmen, dafi auch dem Carnitinnitrat die freie Base resp. deren 
Carbonat beigemengt war. 
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Methode, bedient, vollstindig grundlos ist. In der von Kutscher ge- 
meinten Stelle (Diese Zeitschrift, Bd. XLVII, S. 416) ist von einer 
fraktionierten Fiallung mit Goldechlorid itiberhaupt gar nicht die 
Rede, sondern es ist daselbst ganz deutlich gesagt, daf\ das Carnitin 
zuerst durch fraktionierte, unter der Kontrolle der mikroskopischen Unter- 
suchung durchgefiihrte Krystallisation seines Phosphorwolframats ge- 
reinigt und erst danach durch Fillung mit Goldchlorwasserstoffsiure 
in das Golddoppelsalz tibergefiihrt wurde. 

Was dagegen die von mir ausgesprochene Vermutung iiber die 
Identitiit des Novains mit dem Carnitin anbelangt, so wird dieselbe durch 
die oben angefiihrte Arbeit Kutschers vorlaiufig nur noch gestarkt, da 
in derselben berichtet wird, daf$§ das Novain, gleich dem Carnitin, bei 
Kinwirkung von Atzbaryt Trimethylamin abspaltet. Nach Kutscher 


kommt dem Novain zwar die Konstitutionsformel 
Oll 
CH, CH CH, CHE 
| OH 
(CH), —N 
OH 

zu, welche kein asymmmetrisches Kohlenstoffatom enthiélt, und nach welcher 
das Novain also optisch inaktiv sein sollte, wahrend das Carnitin, wie 
schon Gulewitsch in der ersten gemeinschaftlich mit mir publizierten 
Arbeit tiber das Carnitin angegeben hat (Diese Zeitschrift. Bd. XLV, 
S. 382%), optisch aktiv ist. Da jedoch Kutscher in seinen Arbeiten von 
dem optischen Verhalten des Novains nirgends Erwahnung tut, so wird 
man wohl denken miissen, dafs er das Novain in dieser Richtung vor- 
liiufig noch nicht untersucht hat. Sollte sich das Novain also als wirklich 
optisch inaktiv erweisen, so wiire damit ja die Sache entschieden., 

Auf Grund der bis jetzt ausgefiihrten Untersuchungen liegt 
der Gedanke nahe, dafB das Carnitin vielleicht ein Homologes 
des Betains ist, und dab ihm die Formel 
— 


(CH,), | 
NCH, — CH - OH — CH, 


zukommt, wobei jedoch die Stellung des Hydroxyls auch eine 
andere sein kénnte. In solchem Fall lieBe sich die oben  er- 
wiihnte und beim Neutralisieren der freien Base resp. deren 
Carbonats auftretende vorzeitige Rotung des blauen Lackmus- 
papiers dadurch erkliiren, daf die Ringstruktur der Base dabei 
gesprengt und die Carboxylgruppe der im Molekiil vorhandenen 
Siiure frei wird. Jedenfalls verhielt sich ein aus seinem Phos- 
phorwolframat isoliertes Priparat von freiem Betain resp. dessen 


| 
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Carbonat beim Neutralisieren mit Salzsiiure genau ebenso, wie 
das Carnitin: bald nach dem Beginn des Siiurezusatzes fing 
die Betainlésung an, blaues Lackmuspapier deutlich zu réten, 
und es mubte weiter eine noch grobere Quantitit Salzsiiure 
hinzugefiig’ werden, bis rotes Kongopapier schwach ge- 
firbt wurde. 

Zum Schlufi sei es mir noch erlaubt, Herrn Prof. WI. 
Gulewitsch, in dessen Laboratorium und unter dessen lebens- 
wurdiger Aufsicht diese Arbeit ausgefiihrt worden ist, auf- 
richtigst zu danken. 


Zur Kenntnis der Guajakblutprobe und einiger ahnlicher 
Reaktionen. 
Von 


O. Schumm. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses 
Hamburg-Eppendorf.) 


Der Redaktion zugegangen am 5, Dezember 1906.) 


Die Guajakblutprobe wird zum Nachweis von Blut  be- 
sonders in klinischen Fiéillen auberordentlich hiutig angewandt. 
Sie bewéhrt sich in der Tat vortrefilich, wenn sie in der rich- 
tigen Weise gehandhabt wird. Dazu ist allerdings cine genauere 
Kenntnis von den Eigentiimlichkeiten dieser Reaktion erforderlich, 

Zu ihrer Austtihrung verwendet man bekanntlich einen 
alkoholischen Auszug aus Guajakharz und «ozonisiertes» Ter- 
pentinol, Ganz verbreitet ist die Annahme, dab man statt des 
ozonisierten Terpentinols mit gleichem Erfolge Wasserstolfsuper- 
oxyd benutzen konne. In Wirklichkeit ist aber die Guajak- 
probe, wenn sie mit Wasserstoffsuperoxyd ausgefiihrt wird, elwas 
weniger emplindlich als bet der Verwendung von Terpentinol. 
Die Angabe Carlsons,!) das Wasserstollsuperoxyd 
dieselbe Wirkung austibe wie das Terpentinol, aber eine sicherere 
und kriiftigere und demzufolge schirfere Reaktion gabe, er- 
kliirt sich wahrscheinlich dadurch, dab das von Carlson zu 
seinen vergleichenden Versuchen benutzte Terpentinol nicht be- 
sonders wirksam war. 

Die tatsiichliche Uberlegenheit des Terpentindls macht sich 
nicht nur bei der Untersuchung wiisseriger BlutlOsungen geltend, 


Carlson, Die Guajakblutprobe und die Ursachen der Blau- 


firbung der Guajaktinktur, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, H. 1,8. £., 19086. 
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-ondern auch bei sauren atherischen HiimatinlOsungen. Als 
Beweis fiir seine Auffassung, «dab die Empfindlichkeit der Probe 
erheblich gesteigert wird») wenn man niimlich statt des Ter- 
pentindls Wasserstoffsuperoxyd anwendet, fiihrt Carlson fol- 
genden Versuch an: «kin halber Kubikzentimeter frischen Ochsen- 
blutes wurde in 1000 cem Aqua destillata aufgel6st. 1 
hiervon ergab mit Guajaktinktur und Wasserstoffsuperoxvd eine 
deutliche Firbung. Bei Anwendung von Terpentinél, und zwar 
von altem, welches einen Monat hindurch der Luft und dem 
Tageslicht ausgesetzt gewesen war, blieb die Reaktion bei ganz 
derselben Quantitét BluthOsung aus.» 

Danach wiirden sich O65 mg Ochsenblut in t cem Wasser 
durch die Guajakterpentindlprobe nicht mehr nachweisen lassen, 
Ich habe den Versuch zuniichst mehrfach in der von Carlson 
angegebenen Weise wiederholt. Dabei entstand in der Kuppe 
des Reagenzglases eine deutliche Blaufairbung. Dann habe ich 
ebenfalls an 1 cem der Blutlosung die Probe mit Guajaktinktur 
und TerpentinOl ausgefiihrt. Dabei entstand schon innerhalb 
1/, Minute eine bliiuliche Firbung: iiberschichtete ich dann die 
Fliissigkeit mit etwas Alkohol, so ging der gebildete Farbstolf 
in diesen tiber. Die erzielte Blaufiirbung war stirker als bet 
der Probe mit Wasserstoffsuperoxvd. Daf die Guajakterpentin- 
Olprobe noch bei einer Blutverdiinnung von 25000 bis 
1: 80000 positiv ausfallt, wenn man & cem der Blutlosung 
verwendet, habe ich schon friiher nachgewiesen. ?) 

Mit Riicksicht auf die meinen Erfahrungen widersprechenden 
Angaben Carlsons habe ich jedoch nochmals die Emptindlich- 
keit der Guajakprobe an frisch hergestellten Losungen durch 
Venaesektion entnommenen defibrinierten  menschlichen 
Blutes nachgepriift und zwar in folgender Weise: 

3. 72 

2) 0. Schumm und ©. Westphal, Uber den Nachweis von Blut- 
tarbstoff mit Hilfe der Adlerschen Benzidinprobe, Diese Zeitschrift, 
Bd. XLVI, S$. S11, 1905. 

O. Schumm und H. Remstedt. Uber den Nachweis von Blut 


mit Hilfe der Paraphenylendiaminreaktion, Zentralblatt f. Innere Medizin, 
1906, Nr. 40. 


376 QO. Schumm, 


Guajakterpentindlprobe: 

a) 1 ccm Blutlésung, 2—3 Tropfen frisch hergestellte, filtrierte 
10°%/oige Guajaktinktur, 20 Tropfen Terpentinél (spez. Gew, 0,95). Mehr- 
fach geschittelt, nach 2 Minuten einige Kubikzentimeter Alkohol zugesetzt. 

b) Blindversuch: Statt der Blutlbsung 1 cem Wasser, sonst wie a. 


Guajakwasserstoffsuperoxydprobe: 
a) 8 com 10% ige Guajaktinktur mit 2 ccm Wasserstoffsuperoxyd 
(3°/o) gemischt. Mittels Pipette 1 cem BlutlOsung zugesetzt (nach Carlson), 
bi Blindversuch: Statt der Blutlbsung 1 cem Wasser, sonst wie a. 
I. Losung von 0.5 ¢ Blut in 1000 g Wasser. 

1. Guajakterpentindlprobe: Innerhalb 2 Minuten hellblau, bei Alkohol- 
zusatz starke Blaufiirbung. Blindversuch: negativ, keine Farben- 
ainderung, 

Guajakwasserstofisuperoxydprobe: Nach etwa 10 Sekunden ist die 
in der Kuppe des Reagenzglases betindliche untere Partie der 
milchig-triiben Fliissigkeitsschicht blau gefiirbt. Beim Umschiitteln 


re 


verschwindet die Blaufiirbung sofort. 

Hl. Lésung von 0.25 ¢ Blut in L000 g Wasser. 

1. Guajakterpentinélprobe: Innerhalb 2 Minuten’ griinlich-blau, bei 
Zusatz von Alkohol Blaufiirbung. Blindversuch: negativ, keine 
Farbendinderung. 

2. Guajyakwasserstoffsuperoxydprobe : Innerhalb 2 Minuten gut erkenn- 

bare Blaufiirbung in der Kuppe des Reagenzglases. 

Il. Losung von 0,1 g Blut in 1000 g Wasser. 

GuajakterpentinGlprobe: Innerhalb 2 Minuten schwache Blaufarbung, 
nach Zusatz von Alkohol stirkere Blaufirbung. 
Blindversuch: negativ, keine Farbeninderung. 

2. Guajakwasserstoffsuperoxydprobe: Innerhalb 2 Minuten schwache 
Blaufiirbung in der Kuppe des Reagenzglases, deutlich Differenz 
gegeniiber dem Blindversuch. 

IV. Losung von 0,06 g Blut in 1000 g¢ Wasser. 

1. GuajakterpentinSlprobe: Innerhalb 2 Minuten schwache bliuliche 
Firbung, nach Alkoholzusatz noch deutlicher blau. 
Blindversuch: negativ, keine Farbeniinderung. 
2. Guajakwasserstoffsuperoxydprobe: Innerhalb 2 Minuten minimale 
Differenz gegeniiber dem Blindversuch. 

V. Lésung von 0,03 ¢ Blut in 1000 g Wasser. 

1. Guajakterpentindlprobe: Innerhalb 2 Minuten schwache, aber deut- 
liche Bliuung, nach Alkoholzusatz noch deutlicher hellblau. 
Blindversuch; negativ, keine Farbeniinderung, 


2. Giuajakwasserstoffsuperoxydprobe: negativ. 


bliulich-griine Fiirbung in der Kuppe des Reagenzglases, geringe 


| 

¢ 

L, 

ve 

Lic 

ge 

te) 
da 

dic 

Te 
| Spe 
sol 

als 
Wi 

Me 

Re 

| als 


Zur Kenntnis der Guajakblutprobe ‘und einiger ahniicher Reaktionen. 377 


Ks ergab also bei der Probe mit Guajaktinktur und Ter- 
pentinol £ ecm mit einem Gehalt von 0,03 mg Blut eine noch 
deutlich erkennbar positive Reaktion: bei der Probe mit Guajak- 
tinktur und Wasserstolfsuperoxyd cem mit einem Gehalt von 
0.06 me Blut eine nur eben erkennbar positive Reaktion, und 
zwar auch nur bei sehr vorsichtiger Unterschichtung. Entgegen 
der Angabe Carlsons wird also die Emptindlichkeit der Guajak- 
probe durch Verwendung von Wasserstolfsuperoxyd nicht nur 
nicht gesteigert, sondern vielmehr etwas herabgesetzt. 

Um die angegebene Empfindlichkeit) zu erreichen, mub 
man allerdings ein gut wirksames Ol verwenden. 

Wenn nun Carlson bemerkt: «Indessen sind keine Proben 
bekannt (auBer gerade die mit Guajaktinktur und Blut), die 
zeigen, wie stark ozonhaltig das Terpentindl sein’ soll, damit 
es tberhaupt fiir die Probe in Frage kommen kann», so modchte 
ich daraufhin angeben, wie ein geeignetes Ol zu beschaffen ist 
und einige Eigenschatten eines solchen beschreiben. 

Das im Handel betindliche Terpentinol ist im allgemeinen 
nicht wirksam genug. Ebenso erhielt’ ich kein brauchbares 
Ol, wenn ich kéiulliche Terpentinél in den gewohnlichen 
envhalsigen oder selbst in weithalsigen Flaschen offen, dem 
Lichte ausgesetzt, mehrere Wochen stehen lief. 

Dagegen gelang es mir, ein vorziiglich wirksames OL in 
verhaltnismibig kurzer Zeit’ zu beschaffen, wenn ich das kéul- 
liche OL in weiten flachen Porzellanschalen (am besten in so- 
genannten Krystallisierschalen! in dtinner Schicht bet Zimmer- 
temperatur im zerstreuten Tagesheht aufbewahrte. Labt man 
das OL in einer solchen Schale lange Zeit stehen, so wird es 
dickfliissig wie Sirup und riecht endlich kaum mehr wie frisches 
Terpentinol. Wiihrend das frische kéufliche Terpentinél ein 
spezifisches Gewicht von eiwa O87 hat, war es bet einem 
solchen. dickfliissiven O| = 1,23. Ein‘so  dickfliissiges Ol ist 
wls KReagens nicht geeignet, trotzdem es eine kriiftige 
Wirkung besitzt. Durch Verdiinnen mit etwa der fiinffachen 
Menge gewohnhchen Terpentinols abt sich daraus aber em als 
Reagens geeiznetes O| herstellen. Gewohniiech verwende ich 
als Reagens ein Ol, das durch Aufbewahren in der oben  be- 
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schriebenen Weise ein spezifisches Gewicht von etwa 0.95 
angenommen hat. Da die im Handel betindlichen Terpentinile 
nicht die gleiche chemische Zusammensetzung haben, vermag 
ich nicht anzugeben, ob die Feststellung des angegebenen spe- 
zifischen Gewichts (etwa 0.95) in jedem Falle als ein Mat- 
stab fiir die Brauchbarkeit des Ols als Reagens gelten. kann. 
und habe daher versucht, die Wirksamkeit des Terpentinols, 
die ich im folgenden kurz als ~Oxydationskraft» bezeichnen 
will, in folgender Weise festzustellen: Ich lieB das OL in ciner 
mit Glasst6psel verschlossenen Flasche unter Umschiitteln 5 Mi- 
nuten Jang anf eine jedesmal frisch hergestellte Losung von 
reinstem Jodkalium einwirken. Dann wurde das Gemisch so- 
fort mit einer erOberen Portion Ather auseeschiittelt, die das 
Jod enthaltende dtherische LOsung zweimal mit je 4 com Wasser 
ausgeschiittelt, in eine GlasstOpselflasche tibergeftihrt und nach 
Zusatz von LO com Wasser unter heftigem Sehiitteln mit 
tio N.-Natriumthiosulfatlosung bis zur Entfirbung titriert. Die 
Untersuchung einer Anzahl von Proben ozonisierten ‘Terpentin- 
bls ergab daber sehr stark abweichende Werte, wie folgende 
Beispiele zeigen : 

1. Terpentinol vom spez. Gewicht O.88 (aus einer Apotheke als ozonisiertes 


Terpentinol bezogen). 

a) 2 ¢ KJ, 2g Wasser, 2 ¢ Ol. 3 Minuten geschiittelt. Mit 50 ecm 
Ather extrahiert usw. Zur Entfiirbung erforderlich 0.3 cem 

b) Versuch wiederholt. Erforderlich 0.8 cem. 
2. Terpentiné! vom spez. Gewicht 0,90 (selbst hergestellt). 
a) 2 ¢ KJ, 2 & Wasser, 2g Ol. 3 Min. geschiittelt usw. wie bei 1. 
Zur Entfirbung erforderlich 0,4 cem ™/10-Natriumthiosulfat. 

b) Versuch wiederholt. Erforderlich O,7 ecem. 

3. Terpentinédl vor spez, Gewicht 0,95 ‘selbst hergestellt). 

a) 2 ¢ KJ, 2 & Wasser, 2,05 ¢ OL 3 Min. geschiittelt’ usw. wie 
bei fl. Zur Entfirbung erforderlich 2,0 cem ™10-Natriumthiosulfat. 

b) Versuch wiederholt mit 2.10 ¢ OL. Erforderlich 2.1 cem 15 
Natriumthiosulfat. 

4. Terpentin6! vom spez. Gewicht 1.23 (selbst hergestellt). 

a) 2 ¢ KJ, 2 g Wasser, 2 g Ol. 3 Min. geschiittelt. Mit 500 cei 
Ather extrahiert usw. Erforderlich 4,15 cem 
b) Versuch wiederholt mit 2,05 g Ol, 3 Min. geschiittelt.. Mit 80 ccm 
Ather extrahiert usw. Erforderlich 4,0 cem ®10-Natriumthiosultat. 
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c) Versuch wiederholt mit 2 ¢ Ol. 3 Min. geschiittelt. Mit 60 ¢em 
Ather extrahiert usw. Erforderlich 4,0 cem ®/:0-Natriumthiosulfat. 

Auch das Verhalten der Guajakterpentindlprobe gegeniiber 
metallischem Quecksilber bietet einen Anhalt dafiir, ob ein Ter- 
pentinol als Reagens aul blutfarbstoff brauchbar ist. Schiittelt 
man niimlich einige Kubikzentimeter eines als Reagens auf Blut- 
furbstoff gut wirkenden ‘Terpentinéls einem trocknen, ver- 
schlossenen, nicht zu kleinen Glase etwas Quecksilber 
liichtig durch, sodali letzteres sehr fein verteilt ist, fiigt dann 
10 Tropfen frischer Guajaktinktur (aus 1 Teil Harz und 9 Teilen 
40° oigem Alkohol) hinzu und schiittelt kriftig, so entsteht sehr 
schnell eine starke Blaufiirbung. 

Endlich habe ich versueht, die Oxydationskraft des ozoni- 
sierten Terpentindls direkt mit der des Wasserstotfsuperoxyds 
zu vergleichen, indem ich letzteres auf eine konzentrierte Jod- 
kaliumlosung einwirken lieb und das frei gemachte Jod in der 
vorhin beim Terpentino! beschriebenen Weise bestimmte. Bei 
zwel Praparaten von kiiuflichem 8°/5igem (— LO Vol. °/0) Wasser- 
stolfsuperoxyd (Merck) erhielt ich konstante Werte: 


Priparat A. 


2¢ KJ, 2. ¢ Wasser, 2 ¢ Wasserstoffsuperoxyd, nach 1 Min. mit 70 cem 
Ather extrahiert, Atherlésung zweimal mit 4cem Wasser gewaschen 
usw. Erforderlich 0,65 cem ®/1o-Natriumthiosulfat. 
22 ¢ KJ, 2 ¢ Wasser, 2 ¢ Wasserstoffsuperoxyd. Nach '2 Min. extra- 
hiert usw. Erforderlich 0,65 cem. 
4’. 2 ¢ KJ, 2 ¢ Wasser, 2 g Wasserstoffsuperoxyd. Nach ‘4 Min. extra- 
hiert usw. Erforderlich 0,65 cem. 
2 ¢ KJ, 2 g Wasser, 4 ¢ Wasserstoffsuperoxyd. Nach 1 Min. extra- 


hiert usw. Erforderlich 1,20 ccm. 


Priparat B. 
| 2¢ KJ, 4 ¢ Wasserstoffsuperoxvd. Nach 3 Min. extrahiert. Erforderlich 
com 
2.2 ¢ KJ, 4 g Wasserstoffsuperoxvd. Nach '/e Min. extrahiert usw. Er- 
forderlich 1,15 cem. 
3.2 ¢ KJ, 4 g Wasserstoffsuperoxyd. Nach 1 Min. extrahiert usw. Er- 
forderlich 1,15 cem. 
Dagegen gab ein aus frisch in Originalpackung bezogenem 
30" /oigem (= 100 Vol. °/o) Wasserstoffsuperoxyd (Merck) durch 
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Verdiinnen hergestelltes 3°/oiges (= 10 Vol. °/0) Priiparat ganz 
abweichende Zahlen: 

1 KJ, 2 g Wasser, 2 Wasserstoffsuperoxyd. Nach Min. extra- 
hiert usw. Erforderlich 0,2 cem 10-Natriumthiosulfat. 

KJ. 2 ¢ Wasser, 2 Wasserstoffsuperoxvd. Nach Min. extra- 
hiert usw. Erforderlich 0,25 cem. 

3. 2 ¢ KJ, 2 ¢ Wasser. 2 ¢ Wasserstoffsuperoxyd. Nach '/: Min. extra- 


hiert usw. Erforderlich 0,25 cem, 

4.2 KJ, 2 ¢ Wasser, 6 Wasserstoffsuperoxyd. Nach '/2 Min. extra- 
hiert usw. Erforderlich 0,8 ccm. 

Dal die Reaktion bei diesem Priiparat giinzlich anders ver- 
hef, zeigte sich schon fiuberlich, indem die zunachst eintretende 
durch Jodausscheidung bedingte Braunfiirbung sich schneli be- 
triichtlich aufhellte. Bet Zusatz des unverdiinnten 30°/oigen 
(= 100 Vol. Wasserstoffsuperoxyds zu Jodkaliumlésung kam 
es Uberhaupt nicht zur Ausscheidung von freiem Jod. 

Vielleicht steht mit dem abweichenden Verhalten der ver- 
schicdenen Priijparate von Wasserstoffsuperoxyd gegeniiber Jod- 
kalium eime beobachtung in Zusammenhang, die ich einigemale 
machte, dab niimlich die Blaufiirbung einer positiven Guajak- 
wasserstoffsuperoxydblutprobe auffallend schnell wieder verblabte. 

Kin direkter Vergleich der Oxvdationskraft eines Terpentin- 
Ols mit der des Wasserstoffsuperoxyds ist In der angegebenes 
Weise nicht modeglich, 

Nach meinen bisherigen Erfahrungen glaube ieh nun an- 
nehmen zu dirfen, dab ein Terpentinol als Reagens auf blut- 
farbstoff gut brauchbar ist, weun es folgenden Anforderungen 
geniigt: Es soll ein spezitisches Gewicht von etwa 0,95 haben 
und bei dem oben angegebenen Versuch mit Quecksilber und 
Guajaktinktur schnell eine starke Blaufiirbung geben. 2 g des 
Ols sollen unter den oben beschriebenen Bedingungen eine etwa 
2 com iiquivalente Menge Jod liefern. 
Endlich soll das O| die Guajaktinktur nicht direkt bliiuen. 

Dali das Terpentind! an sich die Eigenschatt hatte, Guajak- 
tinktur zu bliiuen, habe ich in den letzten Jahren nur zwei: 
beobachten” konnen. betden Fiillen hatte das betreffende 
VorratsgefiB an heiben Sommertagen im direkten Sonnentich!: 
gestanden. Die Eigensehaft verlor sich, nachdem das Geto! 
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einige Tage an einem dunklen Orte aufbewahrt worden war. 
Diese Eigentiimlichkeit des Terpentinols mub beachtet werden. 

Die fiir die Guajakblutprobe erforderliche Tinktur ist frisch 
herzustellen, indem man eine Messerspitze voll des Harzpulvers 
etwa 0,5 g) in einem Reagenzglase mit 8—5 ccm 90°%/o igen 
Alkohols etwa 1 Minute schiittelt und nach kurzem Stehenlassen 
etwa 10 Tropfen moglichst Klar abgiebt oder noch besser ab- 
(iltriert. Das Harzpulver selbst braucht micht frisch sein. 
Ist es aus einem nicht zu alten, unzersetzten Harz hergestcilt 
worden, und wird es in einer verschlossenen Blechbiichse oder 
in einem braunen Glase, vor Licht geschiitzt, aufbewahrt, so hiilt 
es sich recht lange. Die angegebene Menge Tinktur, 10 Tropfen, 
bewiihrt sich durchschnittlich am besten. Handelt es sich um 
den Nachweis kleinster blutmengen, so nimmt man zweckmiibig 
noch weniger, drei bis fiinf Tropfen, da gerade bei schr kleinen 
Blutmengen ein Uberschub von Guajaktinktur die Reaktion stort. 
Dies gilt sowohl, wenn man die Reaktion in alkoholischer oder 
iitherischer als auch, wenn man sie in wisseriger LOosung aus- 
fiihrt. Zum Beispiel wird bei der Anwendung auf Harn die 
hochste Empfindlichkeit dann erreicht, weun man zu etwa deem 
nur etwa 5 Tropfen Guajaktinktur und etwa 20 Tropfen Ter- 
pentinol zusetzt und unter ofterem Schiitteln einige Minuten 
stehen abt. Der entstehende Farbstoff lost sich dabei in dem 
Terpentinol, das sich als griin oder blau gefiirbte Schicht tiber 
der wiisserigen Fliissigkeit abscheidet. Giebt man einige Kubik- 
zevitimeter Alkohol auf die Terpentindlschicht, so wird die Faér- 
hung noch deutlicher. Man erzielt so noch eine deutliche Blau- 
lirbung bei Urinen, die bei der Priifung mit Guajaktinktur und 
Wasserstoffsuperoxyd auch in der von Carlson vorgeschlagenen 
Austiihrungsform teils negativen Ausfall, teils nur eine kaum 
erkennubare bliiuliche Farbung gaben. 

Dab ebenfalls beim Nachweis von Blut in den Faeces das 
ferpentiné! dem Wasserstoffsuperoxvd vorzuziehen ist, habe 
ich schon an anderer Stelle!) hervorgehoben und seitdem in 
wiederholten Vergleichsversuchen bestatigt gefunden. In Fiéillen, 


', O. Schumm, Die Untersuchung der Faeces auf Blut. Jena 1906. 


Verlag von Gustav Fischer. 
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bei denen die mit Wasser gewaschenen Essigsiiuredtherextrak{e 
mit Guajaktinktur und Terpentiné! innerhalb 2) Minuten noch 
einen starken Farbenumschlag von gelb nach blaugriin odep 
violett geben. man mit Wasserstoffsuperoxyd off eine 
nur wenig ausgepriigte Griinfiirbung der oberen und eine selir 
schwache Rosafiirbung der unteren Flissigkeitsschieht. 

Bekanntlich wird die Guajakblutprobe durch Alkalien und 
Mineralsiiuren gestOrt. In ammoniakalischer Girune belindliche 
Harne sind deshalb vor Anstellung der Probe mit. Essigsiiure 
anzusiiuern, Bei Magensaft beseitigt man den st6renden Kin- 
fluli der freten Salzsiiure, indem man ihn zuniichst mit ™ 10-Kali- 
lauge oder konzentrierter Sodal6sung neutralisiert oder schwach 
alkalisiert und dann mit Essigsiiure ansiiuert, 

Der praktische Wert einer Blutprobe hiingt ab von ihrer 
Zuverlissigkeit, leichten Ausfithrbarkert und Empfindlichkeit. Hin- 
sichtlich der beiden letzteren Antorderungen geniigt die Guajak- 
terpentinprobe in den meisten Fiitlen. Dagegen gilt sie vielfach 
als unzuverlissig und sehr wenig eindeutig. Wenn demgegen- 
liber die Zuverlissigkeit anderer Proben, besonders der Teich 
mannschen und der spektroskopischen Probe betont wird. so 
mub daraut hingewiesen werden, dab bei klinischen) Unter- 
suchungen die Teichmannsche Probe auch bei sorgtiltiger 
Austihrung nicht selten versagt, trotzdem Blutfarbstol? in solcher 
Menge vorhanden ist, dab danach ein positiver Ausfall der Probe 
azuerwarten ware. Die spektroskopische Untersuchung, be- 
sonders in der Form der Hiimochromogenprobe ist von grobter 
Bedeutung. Thre Empfindlichkeit ist aber meist geringer als 
die der Guajakprobe und iihnlicher Reaktionen und reicht leider 
in sehr vielen Fiillen nieht aus. Die bei Harn vielfach ange- 
wandte, im allgemeinen recht bewiihrte Hellersche Probe 
(Kochen mit Lauge) ist nicht frei von Fehlerquellen. er- 
hielt ich positive Proben bet von Blutfarbstoff sicher freien 
hiimatoporphyrinreichen Urinen, ebenso bei Harn, der 
Genul pilanzlicher Medikamente (Rheum usw.) entleert worden 
war. Bei klinischen Untersuchungen ist man vielfach geradezi 
auf die Guajakprobe oder eine analoge Reaktion angewlesen 
und mul} deshalb mit ihren Fehlerquelien vertraut, sein. 
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Kin positiver Ausfall der Probe kann nun allerdings durch 
eine ganze Rethe von Stoffen bewirkt werden. Davon kommen 
aber bet klimschen Untersuchungen nur wenige in Betraeht, 
Besonders sind es oxydierende Fermente, die zu Fehlern fihren 
konnen. Diese in den Geweben und Siiflen des tierischen und 
pilanzlichen Organismus weit verbreiteten Stoffe kann man 
dadurch unschiidlich machen, dab man die zu untersuchende 
Hiissigkeit vor Anstellung der Probe aufkocht (z. B. bei eiter- 
halligem Urin, Speichel, Schleim, Magensaft). Von anorganischen 
stoffen, die ebenfalls die Reaktion geben, kommen in Betracht 
Jodkalium, Ferrisalze, salpetrige Siure. Wie schon Schaer?) 
betont hat, verliuft die Reaktion hierbei aber insofern anders, 
as diese Stoffe die Guajaktinktur direkt bliiuen, ohne dab Ter- 
pentinOl zugesetzl wird. Auch das kiiufliche Ferrosulfat, das 
etwas Oxydsalz enthalt, bewirkt sich schon eine 
mehr oder weniger ausvepragte Blauung der Guajaktinktur. 
lmerhin kiimen die Ferroverbindungen und Jodkalium wohl 
noch am chesten als Fehlerquetien in Betracht. Um sich auch 
dagegen vollstiindig zu schiilzen, mub man im Zwetfelsfalle das 
Untersuchungsmaterial nach dem Vorgange Webers?) mit Essig- 
-jiure und Ather extrahieren, die saure Atherlésung dann noch 
zweimal mit) Kleinen Portionen Wasser ausschiittelu und mit 
der klar abgetrennten eventuell noch liltrierten Atherlésune die 
Reaktion austihren, 

In welcher Weise die Guajakprobe auf Faeces anzuwenden 
ist, um aueh einen sehr geringen Blutgehalt sicher zu erkennen, 
habe ich an anderer Steile ausfiihrlich beschrieben. 

Die Brauchbarkeit der Guajakprobe fiir manche klinische 
Zwecke ist bezweifelt worden, weil angeblich auch die Galle 
positiven Ausfall verursachen kann. Leider stand mir 
nur ein Fall von Galtlenfistel beim Menschen zur Verfiigung. 

Durch die Freundlichkeit des Herrn Dr. Kotzenberg 


' Kd. Schaer, Neuere Beobachtungen itiber Blutnachweis mittels 
dey Guajakprobe, Archiv der Pharmacie, 1898, 3, 571. 
-) H. Weber, Uber den Nachweis des Blutes in dem Magen- und 
Darminhalt. Berl. klinische Wochenschrift, 1893, Nr. 19, S. 441. 
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(Sekundiirarzt der chirurg. Abteilung) erhielt ich ein Quantum 
der aus der Fistel ausgeflossenen Galle. Bei direktem Zusiatz 
von Guajaktinktur und Terpentinél fiel dabei die Probe negaliy 
aus. Ich habe weiter in Ermangelung geeigneten Materials 
die aus Gallenblasen von Leichen entnommene Galle untersucht. 
Dabei erhielt’ ich hiiufig positive Guajakproben. Wiederholt 
zeigte sich, dal} die Galle nach dem Aufkochen eine etwas 
schwiichere Reaklion gab. Diese Beobachtung konnte ich 
stiitigen, indem ich solche Galle roh und gekocht der hoch- 
empfindlichen Adlerschen Benzidinprobe!) unterwarf, 

Auch bei der Blasengalle von Rindern erhielt ich wieder- 
holt bei der rohen Galle eine intensivere Reaktion als bei der 
gekochten. ist daher wahrscheinlich, an einem positiven 
Ausfall der genannten Reaktion bei roher Blasengalle oft ein 
Oxydationsferment mit beteiligt ist. In der Hauptsache werden 
aber die ausgesprochen positiven Reaktionen durch eine hitze- 
bestiindige Substanz bedingt. Ich vermutete, dab es sich ent- 
weder um eine Eisenverbindung oder um Blutfarbstoff, mOglicher- 
weise um eine Zwischenstufe zwischen Hiimatin und Gallen- 
farbstoff handelte, und untersuchte daher zuniichst eine Anzahl 
Gallenblasen von Rindern in folgender Weise. Sofort) nach 
dem Schlachten wurden die Blasen abgebunden und nach Ver- 
lauf einer Stunde nach sorgfiltiger Reinigung entweder durch 
einen kleimen Schnitt ge6ffnet oder an einer Stelle angebrannt 
und dann angestochen. Die austretende Fliissigkeit wurde 
zwei Portionen getrennt aufgefangen. Die zuerst ausfllebende 
Portion wurde nicht benutzt. Eine Blutbeimengung von auben 
wurde sicher vermieden. Von der anderen Portion wurde cin 
Teil, wenn notig nach dem Verdiinnen mit Wasser, spektro- 
skopisch untersucht. Die fast ausnahmslos mehr oder wenlger 
stark olivgriin gefiirbte Galle zeigte in allen Fiillen ein cha- 
rakteristisches vierstreifiges Spektrum (der erste Streifen deckte 
den dunkelsten Teil des Rot und reiehte bis un 630. Lage 
der tibrigen Streifen 605—d85, 570—3557, 580—517). Ein Biut- 
farbstoffspektrum wurde in keinem Falle beobachtet. 


') O. und R. Adler, Diese Zeitschrift, Bd. XLI, Heft 
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Etwa 10—20 cem der Galle wurden mit dem 38—#fachen 
Volumen Alkohol vermischt, gleichviel Ather hinzugefiigt und 
die Mischung nach kurzem Stehen filtriert. Das Filtrat zeigte 
meist noch deutlicher das oben beschriebene Spektrum. Der 
Filterriickstand wurde mit Ather gewaschen, mit Eisessig ausge- 
zoven, der Auszug mit dem doppelten bis dreifachen Volumen 
Ather vermischt, 1/2 Volumen Wasser zugesetzt und tiichtig durch- 
ceschiittelt. Die abgetrennte Atherlésung wurde nochmals mit 
einigen Kubikzentimetern Wasser ausgeschiittelt. Kleinere Por- 
tionen der Atherlésung wurden mit der Guajakterpentindlprobe 
und einigemal auch mit der Benzidinprobe gepriift. Die Haupt- 
menge wurde mit Ammoniak in geringem Uberschu geschiittelt, 
die ammoniakalische Losung abgetrennt und etwas Hydrazin- 
hvdrat zugesetzt, um etwa vorhandenes Héamatin Hiimo- 
chromogen zu iiberfithren. Das Ergebnis war folgendes: 


Spektroskopische 


Guajakterpentino!- | 


Benzidinprobe (Hamochromogen-) 
probe | | ahi 

Galle I | negativ — | nevgativ 

2, schwach positiv | > 

3 | negativ — 

4, schwach positiv > 

6 negativ 

7 | schwach positiv | — 

> | 

9 | 

 ziemlieh stark positiv 

11 


Wie ich schon frither festgestellt habe, kann man bet 
dieser Anwendungsform der Guajakprobe einen positiven Aus- 
fall weder auf Oxydationsfermente noch auf anorganische Kisen- 
verbindungen zuriickfiihren. Da andere bekannte Stoffe hier 
nicht in Betracht kommen, ist der positive Ausfall der ange- 


| 
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gebenen Reaktionen nur durch die Anwesenheit von Spuren 
eines Blutfarbstoffs in der Galle zu erkliairen. 

fi mehreren Versuchen wurde die Leber mit der daran 
befindlichen Gailenblase einige Stunden legen gelassen, ohne 
dab der Ductus eysticus abgebunden worden war. Dabei wurden 


folgende Befunde erhoben: 


Spektroskopischie 
Cruajyakterpentingl- 
Benzidinprobe (Hiamochromogen-) 


robe 
| Probe 
a) 2 Stunden nach dem Tode untersucht: 
Galle 12 negaliv positly negaliv 
| 4 positiv 
15) miifig stark positiv 
16 negauv — 
17 schwach positiy — 
hb) Stunden nach dem Tode untersucht: 
Galle 1s eben noch positiv posiliv negativ 
schwach positis 


In zwei Fallen wurden die Gallenblasen sofort nach dem 
Tode abgebunden, 2% Stunden liegen gelassen und dann unter- 


sucht: 


Guajakterpentindl probe 


Galle 20 negativ 
21 sehr schwach positiv 


Endlich wurde cinigemale die Leber mit der Gallenblase 
24 Stunden liegen gelassen, dann erst der Ductus cysticus ab- 


gebunden und die Galle untersucht: 


| 
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Guajakterpentinolprobe Haimochromogenprobe 
Gialle 22 schwach positiv negativ 
23 stark 
24 
25 


Aus vorstehenden Versuchen sich mit’ Wahrschein- 
lichkeit der Schlub ziehen, dab bei Rindern in der Blasengaile 
unmittelbar nach dem Tode im allgemeinen cin die Guajak- 
reaktion gebender Blutfarbstof! hochstens in Spuren vorhanden 
ist und man eine stark positive Guajakreaklion im allgemeimnen 
nur bei solcher Blasengalle erhilt, die infolge postmortaler 
Dilfusionsvorgiinge einen erheblichen Gehalt) an Blutfarbstolf 
aufweist. 

Hundegalle habe ich nur in einem Falle untersucht. Der 
Duetus evstieus wurde sofort unterbunden, die Gallenblase heraus- 
eenommen und die Galle unter den oben angevebenen Kautelen 
aufgefangen und gepriift. Es wurde eine durch Spuren eines 
Blutfarbstotis hervorgerufene, sehr schwach positive Guajak- 
reaktion erhalten. 

Galle von Leichen!) konnte itch leider erst einige Zeit 
(meist 24 Stunden) nach dem Tode untersuchen. Die Gallen- 
blasen wurden bei der Sektion sogleich abgebunden und ebenso 
untersucht wie die Gallenblasen von Rindern (Alkohol-Ather- 
fullung, Kisessigextraktion usw.): 

Da sich zeigte, dafi der Ausfall der Guajakprobe durch- 
weg um so starker positiv war, je grofber der zwischen ‘Tod 
und Entnahme der Gailenblase liegende Zeitraum war, so glaube 
ich annehmen zu diirfen. daS der fast regelmiibig beobachtete 
Gehalt der Galle an Blutfarbstoff ebenso wie bei der Rinder- 
galle auf postmortale Vorginge zuriickzufiihren ist. Kin Uber- 
iritt von Blut in die Galle scheint sehr leicht vorzukommen. 


'y Herrn Prosektor Dr. E. Fraenkel! sage ich auch an dieser Stelle 
meinen besten Dank fiir die freundliche Uberlassung einer gréferen An- 
zahl menschheher Gailenblasen. 
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Guajakterpentinél- | Spektroskopische (Himochromogen-) 


probe | Probe 
(ialle 1 stark positiv + 
2 negativ | = 
3 positiv | 
+ stark positiv | --- 
negativ 
stark positiv positiv, Gehalt an Hamochromogen 
| auf 0.5°/o geschiatzt 
> | 0.7%, 
9 positiv 
10 positiv, auf 0.6°0 geschiitzt 
11 schwach positiv 
12 stark | positiv 
13 positiv 
14 schwach positiv | negativ 
1H sehr stark positiv stark positiv 
16 stark positiv positiyv 
17 schwach positiv | negaliv 
IS sehr stark positiv stark posiliv 
| » 


Bei weiteren geeigneten Féllen von Gallenfistel bei Menschen 
werde ich die entleerte Galle in derselben Weise auf einen 
etwaigen Gehalt an Bluttarbstoff priifen. Einstweilen halite ich 
es fiir wahrscheinlich, die menschliche Blasengalle nor- 
malerweise, wenn iiberhaupt, dann jedenfalls nur geringste Spuren 
eines Blutfarbstoffs enthilt. Andererseits méchte ich es fiir 
nicht unwahrscheinlich halten, daB pathologischen  Fiillen 
gelegentlich ein Ubertritt erheblicherer Mengen von Blutfarbstoff 
in die Galle stattfindet.!) 


Wie ich nachtraiglich gefunden habe, ist schon vor liangerer 
Zeit experimentell ber Tieren, namentlich Kaninchen, durch verschiedene 
blutsehiidigende Eingriffe ein Ubertritt von Blutfarbstoff in die Galle be- 
wirkt worden (z. B. durch Injektion von Hamoglobinlésung, Vergiftung 
mit Anilin, Kali chloricum, Phosphor, Arsen usw.). W. Filehne, Virchows 
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Die Frage, ob beim Blutnachweis mit Hilfe der einfachen 
Guajakreaktion (Zusatz von Guajaktinktnr und Terpentinol direkt 
zum Untersuchungsmaterial) durch die Gegenwart von Galle 
Fehler entstehen kénnen, ist nunmehr toigendermaben zu beant- 
worten. In der Blasengalle kommt in geringer Menge ein ver- 
mutlich zu den Oxvdationsfermenten gehoriger Stoff vor, der einen 
schwach positiven Ausfall der Probe verursachen kann. Diese 
Fehlerquelle lift sich beseitigen, indem man entweder das Unter- 
suchungsmaterial vor Anstellung der Probe aulkocht oder in 
‘ihnlicher Weise. wie sie oben fiir die Untersuchung der Galle 
angegeben worden ist. aus dem Untersuchungsmaterial ein saures 
Atherextrakt herstelll und an diesem die Reaktion ausfiihrt. 
Ist aber dem Untersuchunesmaterial blutfarbstoffhaltige 
Galle beigemengt, so kann natiirlich ein etwaiger positiver Aus- 
fall der Guajakprobe darauf zuriickzufiihren sein.  Inwieweit 
hierdureh in klinischen Fiillen Fehler entstehen kGnnen, hiinet 
davon ab, ob intra vitam hiiufiger ein Ubertritt. von Blutfarb- 
stoff in die Galle vorkommt,. und laiBt sich vorliiufig nicht sicher 
entscheiden. Eine grofere praktische Bedeutung hat die Frage 
fiir den Nachweis von Blutfarbstoff in den Faeces und im Magen- 
sa{t. Meine bei sehr zahlreichen Faecesuntersuchungen gewon- 
nenen Erfahrungen sprechen freilich nicht dafiir, dab intra vi- 
tam hiiufiger erheblichere Mengen von Blutfarbstoff in der Galle 
vorkommen. Immerhin diirfte es sich empfehlen, bei der Aus- 
arbeitung von Methoden zum Nachweis von Blutfarbstoff in den 
Faeces die Emptindlichkeit nicht gar zu weit zu steigern. Eine 
neuerdings von Schlesinger und Holst!) in Vorschlag ge- 
Archiv, Bd. CXXI, 1890, S. 605, Der Ubergang von Himoglobin in die 
fralle. -- E. Wertheimer und E. Meyer, zitiert nach Filehne. 
R. Stern, Virchows Archiv, Bd. CXXHI, 1891, S. 33, Uber das Auf- 
treten von Oxvhiimoglobin in der Galle. — Stern untersuchte ferner in 
einer gréferen Anzahl von Fiilen menschliche Galle, die & bis 48 Stunden 
meist 24) nach dem Tode entnommen worden war, spektroskopisch und 
land sie in vielen Fiillen bluthaltig. Stern konnte nicht entscheiden, ob 
in diesen Fiillen die Galle auch schon wiihrend des Lebens blutfarbstoff- 
haltig gewesen war. 

') KE. Schlesinger und F. Holst. Vergleichende Untersuchungen 
liber den Nachweis von Minimalblutungen in den Faeces nebst einer 
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brachte Modifikation der Adlerschen Benzidinprobe, in 
elnzelnen Fallen die von mir ausgearbeitete recht empfindliche 
Modifikation der Weberschen Probe an Empfindlichkeit) noch 
um das Fiinffache tibertrifft, streift meines Erachtens die Grenze 
des Ziuiiissigen, wenigstens so lange nicht anzweifelhatt fest- 
gestellt ist, dab die menschliche Galle intra vitam durchweg 
hochstens allergeringste Spuren eines dicse Reaktionen gebenden 
Blutfarbstoffs enthalt. — Erwiihnt sei noch, dab die Gallen- 
farbstoffe bei der von mir angewandten Form der Guajakprobe 
einen positiven Ausfall nicht verursachen. 

Kir die Untersuchung von anf Blut verdiichtizen Flecken 
in gerichtlichen Fallen sind von E. Schaer?!) auf Grund aus- 
gedehnter Untersuchungen die Bedingungen angegeben worden, 
unter denen die Guajakprobe den héchsten Grad von Zuver- 
léissigkeit erreicht, ein Hinweis auf jene Arbeiten geniigt, 

An Stelle oder neben der Guajakprobe sind die Benzidin- 
probe?) and die Paraphenylendiaminchlorhydratprobe empfohlen 
worden, letztere speziell fiir den Nachweis von Blutfarbstofl in 
den Faeces und im Magensaft. Dab fir den Nachweis von Blut- 
farbstoff in den Faeces die Guajakprobe besser geeignet ist als 
die habe ich schon an anderer Steile 
hervorgechoben. Dagegen steht die Jetzteenannte Probe, aut 
wiisserive BlutlOsungen anzewandl, der Guajaklerpentinprobe ay 
nicht nach, vorausgesectzt, dal man die Rea- 
genzien in foleender Reihenfolge!) und Menge zusetzt: 2 Tropten 
wiisseriger (0,9 LOO), 
cem etwa alkoholischer Kalilauge, | com Wasserstoli- 
superoxyd und danach tropfenweise 30°/oige Essigsaure. 
Der charakteristische Farbenumschlag nach oliveriin tritt beim 


neuen Modiikation der Benzidinprobe, Deuische mediz. Wochenschrift. 
1906, 36. 

7, QO. und R. Adler, |. ¢. 

J. Boas, Ein neues Reazens fiir den Nachweis okkulter Blut- 
anwesenheit im Mageninhalt und in den Faeces, Zentralblatt fiir innere 
Medizin 1906, Nr. 24. 

' OQ. Schumm und H. Remstedt. |. 


Zur Kenntnis der Guajakblutprobe und einiger éhnlicher Reaktionen. oot 


Zusatz der Essigsiiure ein, und allmihlich entsteht Rot-, Braun- 
rot- oder Violettfiirbung. 

Die Benzidinprobe ist den’ beiden anderen Reaktionen an 
Empfindlichkeit iberlegen: ihre Fehlerquellen sind etwa dieselben 
wie die der Guajakprobe. Wie ich neuerdings fand, wird die 
Benzidinprobe durch die Anwesenheit: geringer Mengen freier 
Salzsiiure gestort, nicht jedoch die Paraphenylendiaminprobe. 
Letztere Reaktion ist auberdem gegeniiber Oxvdationsfermenten 
weniger empfindlich, wie nachfolgende Beispiele zeigen: 

I. Kiterhalliger Urin. Je 5 cei, 

a) Guajakprobe: Innerhalb 2 Minuten deutliel positiv. 
Kontroliprobe (gekocht): negativ. 
b) Paraphenvlendiaminprobe: Weder Grin- noch Rotfirbung, 
negativ. 
HW. Sputum. Je 5 cem. 
a) Guajakprobe: schwach positiv. 
Kontrolle (gekocht): negativ. 
b) Paraphenylendiaminprobe: negativ. 
Hl. Stark schleimhalticer, blutfrerer Mageninhalt. Je 5 cem., 
a) Guajakprobe: positiv. 
Kontrolle (gekocht): negativ. 
b) Paraphenylendiaminprobe: negativ. 
IV. Wiisseriger Auszug aus Hafergriitze. Je 5 cem. 
a) Guajakprobe: sehr stark positiv. 
Kontrolle (gekocht): negativ. 
b) Benzidinprobe: sehr stark positiv. 
¢) Paraphenylendiaminprobe: schwach positiv, schmutzig rosa. 
V. Wiaisserige Aufschwemmung von Weizenmehl. Je 5 cem. 
a) Guajakprobe: sehr stark positiv. 
Kontrolle (gekocht): negativ. 
b) Benzidinprobe: sehr stark positiy. 
¢) Paraphenylendiaminprobe: schwach positiv, allméhlich 
schwach violett. 

Im Gegensatze zu der Guajak- und Benzidinprobe, die 
mit gewissen Oxydatiousfermenten intensivste Reaktionen geben, 
braucht man daher bei der Paraphenylendiaminprobe in klinischen 
Millen auf solche Stoffe weniger Riieksicht zu nehmen. Da die 
teaktion ferner durch freie HEL mnieht gestort wird, leicht aus- 
‘ihrbar und empfindlich ist. so kann man sie vorteilhaft als 
Vorprobe bei der Untersuchung von Magensaft verwenden, in- 
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dem man diesem die Reagenzien direkt zusetzt. Da es indessen 
noch andere Stoffe gibt, die ebenfalls positiven Ausfall der Re- 
aktion verursachen, z. B. Eisenchlorid, so mub man, um ganz 
sicher zu gehen, die Probe bei positivem Austall an dem durch 
zweimaliges Ausschiitteln mit Wasser gereinigten Essigsiiure- 
Atherextrakt: des Untersuchungsmaterials wiederholen. 

Die Adlersche Benzidinprobe habe ich neben den beiden 
anderen Proben zum Blutnachweis im Urin und Magensatt ver- 
wandt, bei Magensaft nach vorherigem Alkalisieren. Der nega- 
live Austall ist eindeutig, ein positiver Ausiall bedarft dagegen 
der Bestitigung durch Wiederholung der Reaktion an Essig- 
siiure-Atherextrakt. Fiir Urin ist die Probe nach meinen  bis- 
herigen Erfahrungen recht brauchbar. Man verwende aber nur 
frisch bereitete Losungen des reinsten Benzidin (Merck). Fiir 
den Blutnachweis im Mavensaft ist die Probe, wenn sie am 
Essigsiiure-Atherextrakt ausgefiihrt wird, praktisch nur be- 
schriinktem Umfange brauchbar, da sie reichlich emptindlich 
ist. — Sehlesinger und Holst geben an, dab sich die Ben- 
zidinreaktion anderer Ausfiihrungsform zum Blutnachweis im 
Magensaft sehr gut eignet, wenn man niimlich 10—1t2 Tropten 
kalt bereiteter konzentrierter Benzidin-Eisessigldsung mit 2!/2 bis 
com Wasserstofisuperoxyd mischt und einige Tropfen vorher 
gekochlen Magenusaftes zusetzt. Diese Vorschrilt) nimmt aber 
keine Riieksicht auf den st6renden Eintlub der ireien Salzséure., 
der sich namentlich bei geringem Blutgehalt bemerkbar maclit. 
selbst wenn man nur wenige Tropfen Magensaft nimmt. Magen- 
salt ist daher zuniichst zu kochen und nach dem Abkiihlen zu 
neutralisieren oder schwaeh zu alkalisieren (zweckmiibig mil 
yo-Kalilauge;. Nach meinen bisherigen Erfahrungen die 
Benzidinprobe in’ dieser Form ganz brauchbar. Doeh ist zu 
beachten, daly man sich durch das Kochen mit Sicherheit nur 
gegen die Fehler schiitzen kann, die durch (organische) Oxy- 
dationsfermente entstehen. Von einem) blutfreien Magensatt, 
der nur O.1°%o Jodkalium enthielt und gekocht worden war. 
gaben dagegen schon Tropfen mit 12 Tropten Benzidin-E1s- 
essigldsung und 2!)2 com) Wasserstoffsuperoxvd eine deutlic! 
positive Reaktion. Wurde derselbe Magensaft mit Kisessig und 
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Ather extrahiert, das Extrakt zweimal mit wenig Wasser ge- 
waschen und dann mit der Guajaktinktur und Terpentindl ge- 
priift (modifizierte Webersche Probe), so wurde ein negatives 
Resultat erhalten. Demnach ist die Benzidinprobe auch in der 
von Schlesinger und Holst angegebenen Ausfiihrungsform 
bei positivem Ausfall nicht so eindeutig wie die eben genannte 
Form der Guajakprobe. 


Die Lipase des Darmsaftes und ihre Charakteristik. 
Von 
W. Boldyreff. 


(Aus der physiologischen Abteilung des Instituts fiir experimentcile Medizin zu 
St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Dezember 1906 


Infolge der Entdeckung neuer Fermente im Darmsaft (der 
Kinase Schepowalnikoffs,(!) des Erepsins Cohnheims(?)), 
welchen eine wichtige Rolle in’ der Verdauung zaukommt, hat 
man in den letzten Jahren der physiologischen Untersuchung 
des Darmsaftes etwas mehr Beachtung geschenkt. 

Trotzdem sind bisher in der Literatur keine zwingenden 
Beweise fiir eine fettspaltende Wirkung des Darmsaftes erbracht 
worden, Obgleich emerseits in ihm nachweisbare Mengen von 
Lipase vorhanden sind und andererseits einige Autoren ihre 
Zeit und Mithe gerade dem Studium der Lipase der Verdauunys- 
siifle gewidmet haben; es geniigt, auf die Entdeeckung der Lipase 
im Magenusalt (Volhard(*)) hinzuweisen, der doch dieses Fer- 
ment nur in geringen Mengen enthialt. 

Diese Erwigungen haben mich veraniabt. gegenwiirtig die 
Resultate meiner Untersuchungen iiber die Lipase des Hunde- 
darmsaftes zu publizieren, tiber die ich kurze Mitteilungen im 
Frithjahr 1902 in St. Petersburg in der «Gesellschaft russischer 
Arzte» und im Sommer 190% in Briissel auf dem VI. inter- 
nationalen Physiologenkongreb gemacht(*!) und die ich ausfiihr- 
licher in der Zeitschrift. «Der russische Arzt», Jahrgang 1905, 
Nr. 25, beschrieben habe. 

Bevor ich mit der Darlegung meiner Resultate und der 
daraus zu ziehenden SchluBbfolgerungen beginne, halte ich es 
fiir notwendig, zur besseren Kliirung der Frage einige allgemeine 


Erwiigungen vorauszuschicken. 
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Uber die Absonderung und insbesondere iiber die ver- 
dauende Wirkung des Darmsaftes existieren bis heute die aller- 
verschiedensten sich widersprechenden Ansichten. Man kann 
nicht behaupten, dab man sich mit diesem Satte wenig be- 
schiftigt hat: man hat ihn schon seit lange erforscht, und es 
ist nicht schwer, ganze Reihen von Forschern zu nennen, die 
diese Frage erdrtert haben; unter ihnen befinden sich die Namen 
hervorragender Vertreter der Physiologie, wie Claude Ber- 
nard,(*) Sehiff,(®) Hermann(*) und Heidenhain(‘) 
und doch ist sehr vieles ganz unautgeklirt geblieben, 

Solange man den Darmsatt noch nicht in reinem Zustande 
zu gewinnen verstand, war es natiirlich schwer, seine wirk- 
lichen Eigenschaften keunen zu lernen: im allgemeinen war 
man zuerst geneigt, ihm eine starke verdauende Wirkung auf 
die verschiedenen Nahrungsstoffe (EKiweib, Fette und Kohle- 
hydrate) zuzuschreiben, indem man irrtimlicherweise die ener- 
eische Wirkune des Pankreassaftes, der unvermeidlich den Be- 
dingungen der Methodik entsprechend dem Darmsaft sich bei- 
mischte, fiir die Wirkung des letzteren hielt. 

Vor 40 Jahren ungefiiht hat Thiry(*) eine geistreiche 
Methode zur Gewinnung reinen Darmsaftes angegeben, die in 
der Folge von Vella(®) modifiziert und vervollkommnet wurde. 
Doch hier entstand unerwartet eine neue grobe Schwierigkeit. 
Wenn man namlich den Darmsaft sammelt, ohne die zur Fistel 
abgeteilte Schleimhaut zu reizen, so ist die Sekretion so schwach, !) 
dab einige Forscher (Thiry(?’) beim hungernden Thier, 
mann() und N. P. Schepowalnikoff(*) beim verdauenden) 
sie Uberhaupt nicht bemerkten und behaupleten, daf in den 
oberen Abschnitten des Diinndarms ohne Reiz iiberhaupt kein 
Saft, sondern nur Schleim abgesondert: wird. 

Aus diesem Grunde begann man nun, um zur Unter- 
suchung genugend grobe Mengen Darmsaftes zu erhalten, diesen 
oder jenen Reiz auf die Schleimhaut des Darmes auszuiiben 

') «Es ist schwer von Darmsaft zu sprechen, da man ihn nur in 
geringen Mengen oder iiberhaupt nicht erhalten kann... . . Ks gelingt 
auch nach der Tiryschen Methode nicht immer, bemerkbare Mengen 
Saft zu erhalten.» Maly.(*’) 
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(Heidenhain,(?!) Maly(*%)), was seinerseits ein unbefriedigen- 
des Resultat ergab, da sogar das allerschwiichste Reizmittel, 
z. ein in die Fistel eingefiihrtes weiches Gummiréhrehen, 
wohl eine starke Sekretion hervorrief, der sezernierte Saft aber 
sehr arm an Fermenten (z. B. Kinase) war, und je lénger man 
nun den Reiz applizierte, um so fermentarmer wurde er! 
(Sawitseh('®) 

Das mit Hilfe verschiedener Reizmittel erhaltene Darin- 
sekret, welches je nach der Intensitét und Dauer der Reizung 
der Darmschleimhaut bald mehr bald weniger wiisserig ist und 
biswetlen gar keine Fermente enthilt, kann man wohl 
als echten Darmsaft bezeichnen. Uber eine Methode. einen 
natiirlichen, an Fermenten reichen und stets in der Zusammet- 
setzung gleichmébigen Darmsaft zu erhalten, werde ich weiterhin 
berichten. Wenn man der starken kiinstlichen Verdtinnune des 
Darmsaftes, die man bet Reizung der Darmschleimhaut erhiilt, 
nicht die nolige Bedeutung zuschreibt, kann man zu dem Sehiluls 
kommen, der Darmsaft keine verdauenden Fermente 
halte. Dieser Fehler ist eben von der Mehrzahl der Forscher 
begangen worden. 

Auf diese Weise war man wieder ins entgegengesetzte 
Extrem verfallen und leugnete jede Bedeutung des Darmsultes 
fiir die Verdauuneg. 

Wenn sogar die Galle eine Zeitlang in den Verdacht ve- 
kommen war, keine verdauende Wirkungzu besitzen( Blondlot. 
saldi's)), nur deswegen, weil sie allein an und fiir sich keine 
ausgesprochene und in die Augen fallende Verwandlung der 
Nahrungsstoffe hervorrult, so war der Darmsalt, wie es schien, 
vom Schicksal selbst dazu bestimmt, vollkommen unbeachict 
zu bleiben, da er in reinem Zustande unter normalen Beding- 
ungen mit Hilfe der gegenwiartigen Methodik nur in sehr ee- 
ringen Mengen erhalten wird, da er von keinem besonderet ali 
getrennten Organ bereitet wird und keine stark ausgesprochenes 
fermentativen Eigenschaften besitzt. 


' Dies hat sich auch in Beziehung auf das fetispaltende Ferme.', 


wie zu erwarten war, als richtig erwiesen. 
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Neben den starken und reichlichen Verdauungsreagenzien, 
dem Speichel, dem Magen- und Pankreassaft, schien die An- 
wesenheit eines Darmsaftes (und irgend einer chemischen Wir- 
kung desselben auf die Nahrungsstoffe) volikommen tiberfliissig. 
So sehen wir denn, dab sogar in den neuesten Lehr- und 
Handbiichern der Physiologie und physiologischen Chemie von 
den Fermenten des Darmsaftes und auch von ihm selbst nur 
ganz kurz gesprochen und nur seine Wirkung auf die Kohle- 
hydrate allein anerkannt wird. Ich verweise auf Hammarsten,!") 
Neumeister,(?°) Tigerstedt(?") und Fredéricg und Nuel.(??) 
Was das fettspaltende Ferment betrifft, so leugnen alle zitierten 
Autoren kategorisch seine Anwesenheit im Darmsaft. In der 
unliingst erschienenen, speziell den Fermenten gewidmeten 
Monographie Oppenheimers(?%) ist auch kein Hinweis auf das 
Vorhandensein dieses Fermentes (der Lipase) im Darmsaft der 
Siugetiere zu finden. Alle die zahlreichen Untersucher des 
Darmsaftes leugnen einstimmig in der letzten Zeit eine felt- 
spaltende Wirkung desselben und nur Vella?!) und Schiff(?*) 
waren mit der allgemein herrschenden Anschauung nicht ein- 
verstanden, doch schienen die Angaben beider Forscher keines- 
wees beweisend, da in den Untersuchungen Vellas keine Ga- 
rantien gegeben sind, dai die Fettspaltung nicht durch Mikroben 
und auch vielleicht durch einige andere Ursachen bewirkt wurde. 
Ber Schiff konnte, nach seiner Versuchsanordnung zu urteilen, 
die fettspaltende Wirkung durch andere Verdauungssiifte be- 
dingt sein. 

Hlier halte ich es fiir angemessen, einige krwigungen all- 
Charakters einzuschalten. Wenn wir uns zur Be- 
trachtung der Organe wenden, die Verdauungsfermente produ- 
zieren. so sehen wir, dai sowohl die eiweifiverdauenden, als 
wich die kohlehydratspaltenden Fermente an vielen Stellen 
des Verdauungskanals bereitet oder richtiger sezerniert werden: 
erstere sind im Magensafte sowohl des Fundus- als auch des 
l’vlorusteiles vorhanden, dann im Pankreassaft, schwachem 
Zustande in der Galle (J. P. Schegaloff(?%). im Sekret der 
hrunnerschen Driisen und schlieblich im Darmsaft in besouderem 
Zustande — als Erepsin (Cohnheim,(27) 5.5. Salaskin(?%)). 
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Kin kohlehydratspaltendes Ferment ist im Speichel, im Pankreas- 
und im Darmsafte vorhanden. Nur das fettspaltende Fermen: 
allein wird im Verdauungskanal, wie man annahm, nur an 
einer einzigen Stelle bereitet — in der Bauchspeicheldriise. 
Obgleich, wie bekannt, die Galle die Verdauung der Fette durch 
den Pankreassaft (Claude Bernard,(?°) M. W. Nencki(*’)) 
und die Assimilation derselben (A. v. Wistinghausen,(*') 
Steiner(®?)) bedeutend bef6rdert, so kommt ihr doch eine selb- 
stiindige Rolle in der Fettspaltung nicht zu, so dab, im Fail 
die Bereitung der Lipase in der Pankreasdriise aufhort, was 
bei den verschiedenen Erkrankungen der letzteren leicht mog- 
lich ist — das Fett, der an Energie reichste Nahrungsstoif, 
fiir den Organismus ganz verloren gehen mub. 

Ks war jedoch bekannt, wenn auch unerkliirt, dab von 
Tieren (Hunden), denen die Pankreasdriise exstirpiert war uid 
die gewOhnliches Fett tiberhaupt nicht verdauten, emulgiertes 
Fett, Bo in Form yon Milch, gut (bis zu 50°/o) assimiliert 
wird (Minkowski(*%) und seine Schiiler, sowie Hedon(**)). 
AuBberdem wurde im Darm unmittelbar eine ohne bBeteiliguny 
des Pankreassaftes erfolgende Fettspaltung beobaehtet (an ent- 
sprechend operierten) Hunden, Abelmann(*)). Man erkliirte 
diese’ Erfahrungen zwar hypothetisch, doch grober Be- 
stimmtheit durch den Eintlab der Bakterien (Noorden,)°") 
Tigerstedt(*). Das Mibtrauen dem Darmsaft gegeniiber war 
so grob, dab man auch jetzt, im Widerspruch mit den Tat- 
sachen, seine Wirkung auf Fett leugnete. 

Ber der Untersuchung der Fermente des Darmsaftes [tir 
einen Zweck, welcher zu dieser Arbeit keine Beziehung hat, 
stieh ich ganz zuliillig auf die Anwesenheit eines fettspaltenden 
Fermentes im Darmsalt: vielfach wiederholte Versuche bestatigten 
jedesmal diese Entdeckung, so dab ich giaube, dab die eben- 
erwiihnte Resorption einer Emulsion bei Hunden ohne Pankreas- 
sekretion und die riétselhafte Fettspaltung bei denselben eine 
ganz einfache und natirliche Erklirung in einer Wirkung des 
Darmsaftes finden. Dieser seiner Wirkung kommt eine um so 
grobere Bedeutung zu, als nach den vor kurzem_ publizierten 
Untersuchungen Cohnsteins,(**) das Fett hauptsiichlich in ge- 
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spaltenem Zustande resorbiert wird und die alte Lehre von 
der Resorption des Fettes als solches, in Form einer Emulsion, 
an Boden verliert. Ein neuer starker Sehlag ist dieser Lehre 
unkingst durch die sehr interessante und inhaltsreiche Arbeit 
Kastles und Loevenharts(*’) versetzt worden, welche die 
Anwesenheit der kleinen Fetttr6pfehen in den Zellen der Darm- 
wand keineswegs als Folge einer Resorption derselben in fertigem 
Zustande ansehen, vielmehr als Resultat einer durch fermen- 
tative Wirkung bedingien Synthese des Fettes aus seinen Be- 
standteilen, dem Glycerin und den Fettsiiuren, in welche es 
in Darmlumen zerfallen war, erkliiren. 

Ich vehe jetzt zur Beschreibung meiner Untersuchungen 
ber. 

In der physiologischen Abteilung des Instituts fiir experi- 
mentelle Medizin habe ich hauptsiichlich Versuche an 2 Hunden 
angestellt, welche unter anderem nach der Thiry-Vellaschen 
Methode an der Ubergiungsstelle des Duodenums in den Diinn- 
darm angelegte Darmiisteln hatten: die Liinge des zur Fistel 
abgeteilten Darmstiickes betrug bei jedem Hunde ca. 25 em. Die 
Operation war beiden Hunden im Juli gemacht worden, meine 
Versuche begann ich im Oktober, als sich die Hunde lKingst 
vollkommen erholt hatten. Bet einem dieser Hunde war in der 
Banchwand noch die Miindung einer Pankreasfistel (ind auber- 
dem aueh noch eine gewohnliche Magenfistel) vorhanden und 
es konnte der Verdacht entstehen, dab sich dem von mir ge- 
sunmelten Darmsalt auch Pankreassaft bergemenet hiitte. Aus 
diesem Grunde werde ich hier die Resultate der Uutersuchung 
des Darmsaftes dieses Hundes!) nicht anftihren, sondern mich 
nur auf die Angabe beschriinken, dab sie vollkommen mit den 
am anderen Hunde gewonnenen tibereinstimmen. Dieser zweite 
Hund hatte eleichfalls nech eine gewOhnliche Magentistel. Das 
Alter des Tieres war ungefiior ein Jahr, das Gewicht ca. 28.5 Kilo. 


Um eine modgliche Beimengung von Pankreassaft) zum Darm- 
salt zu verhindern, habe ich beim ersten Hunde vor dem Sammeln des 
Varmsaftes stets die Bauchwand soregfiltig mit warmem Wasser 
waschen, sie abgetrocknet und dann ein wenig mit Gummileim, welcher 


sich in Wasser nicht list, bestrichen. 


400) W. Boldyreff, 


Wiihrend der ganzen Dauer der Beobachtung war der Hund 
vollkommen gesund. 

Z7unichst modehte ich einige Worte itiber den Charakter 
der Sekretion des Darmsafts sowohl bei leerem Magen, als auch 
withrend der Magenverdauung einfiigen. Im ersten Falle erfolgt 
die Absonderung des Darmsekrets (Schleim und Saft) bei den 
Hunden in regelmibigen Zeitintervallen, die ungefihr 2 Stunden 
betragen: die Absonderung des Sekrets selbst dauert ungefiihr 
15 Minuten. Solch eine periodische Arbeit erfolgt mit einer 
merkwirdigen Regelmiibigkeit.4) Aus der beschriebenen Darm- 
fistel erhielt ich fiir gewOhnlich ca. 1—1,5 cem Sekret, welches 
zur Hiilfte aus Schleim, zur Hilfte aus Saft bestand. Wiihrend 
der Magenverdauung bei beliebiger Nahrung — Fleisch, Milch 
oder Brot — wird das Darmsekret auch periodisch abgesondert 
und zwar in jeder Periode ungefiéhr in der gleichen Menge, 
doch sind die Perioden einer derartigen Absonderung viel seltener 
und treten mit einer viel geringeren Regelmabigkeit in der Zeit- 
folge auf, gewOhnlich anniihernd alle 3, 4 bis 5 Stunden; bis- 
weilen aber — freilich selten — wurde im Verlaufe der ganzen 
Magenverdauung tiberhaupt gar kein oder fast gar kein Darm- 
saft abgesondert. 

Die Mehrzahl meiner Untersuchungen bezieht sich auf den 
Hungersaft: doch ich sagen, dab ich keinen grofen Unter- 
schied im Gehalt an fettspaltendem Ferment zwischen dem Hunger- 
saft und dem im Verlaufe der Magenverdauung gewonnenen Salt 
bemerken konnte. Solche Vergleichsversuche habe ich iibrigets 
nur in geringer Zahl ausgefiihrt. ; 

Bei der Gewinnung des Sattes habe ich ganz besonders 
dafiir gesorgt, dab der Darm nicht gereizt wurde, da er, wie 
schon erwiihnt, auch auf die allerschwachste Reizung mit einer 
ununterbrochenen Absonderung eines reichlichen an Fermenten 
armen Saftes reagiert. Deshalb habe ich beim Sammeln = des 
Saftes, in den Darm gar keine ROhren oder andere Gegenstiinde 


') Dies ist in meinem am 9. V. 1902 im Verein russischer Arzte 
(St. Petersburg) gehaltenen Vortrage ausfiihrlich dargelegt. In diesem 
Vortrage (4°) habe ich unter anderem auch das von mir im Darmsaft der 
Hunde gefundene fettspaltende Ferment erwahnt. 
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eingefiihrt und ihn nicht einmal berihrt. Der Saft, mit Schleim 
vermenegt, flob selbstiindig aus dem Darm, sobald die Zeit seiner 
Absonderung gekommen war, und wurde mittels eines an die 
sauchwand angeleeten Trichters (so dab seine Riinder, um die 
Fistel nicht zu reizen, weit von den Réindern der letzteren zu 
liegen kamen), in einen kleinen, mit einer Graduierung in O,1 e@em 
versehenen Zylinder, der auch an die Bauchwand gebunden war, 
cvesammelt. 

Uberhaupt mu’ man der Methodik eine grobe Bedeutung 
zusehreiben: einen tberzeugenden Beweis dafiir bietet unter 
anderem auch die Geschichte des Darmsaftes und ich denke, 
dai} es mir dank der Abwesenheit einer Reizung der Darmwand 
eelungen ist, sozusagen unverdiinnten Darmsaft zu erhalten und 
in ihm ein fettspaltendes Ferment zu finden. 

Bei allen Bestimmungen habe ich ausschlieblich ausge- 
kochtes Geschirr benutzt. 

Aus dem erhaltenen Sekret gob ich den diinnflissigen Saft 
apart ab und bestimmte seine Menge besonders, da es nicht 
velang im Schleim die Anwesenheit eines fettspaltenden Fermentes 
zu bewelsen. 

Zur Untersuchung des Darmsaftes auf fettspaltendes Fer- 
ment habe ich folgende Fettarten benutzt: 

1. Monobutyrin — welches zu diesem Zweck von Hanriot 
und Camus(*!) vorgeschlagen ist. Sein Vorzug als Reagens 
zur Bestimmung fettspaltender Fermente besteht darin, dal es 
in Wasser geniigend J6slich ist (es wird gewoOhnlich cine 1°/oige, 

') Den nach der soeben beschriebenen Methode gewonnenen Saft 
kann man, wie mir scheint, als natiirlichen Darmsaft ansehen; dafiir 
bietet eine Garantie die bemerkenswerte Regelmiifiigkeit und Gleich- 
nifigkeit seiner Absonderung sowohl was die Zeitfolge als auch die 
Menge betrifft, ferner auch dite siets gleiche Zusammensetzung, beurteilt 
nach der vielfach kontrollierten Menge der Enterokinase und des fett- 
spallenden Fermentes. Aufierdem ist er viel reicher sowohl an diesen 
Fermenten als auch an Diastase und Invertase, als die allerkonzentrier- 
testen Portionen des unter Reizung des Darmes erlialtenen Sekretes. Ich 
nehme an, daf§ auch im Gehalt an den tibrigen Fermenten (Erepsin, 
Maltase un. a.), die ich nicht bestimmt habe, zwischen diesen Saften das- 


selbe Verhiltnis besteht. 
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filtrierte, frisch bereitete Loésung benutzt), was den Gang der 
Untersuchung bedeutend erleichtert und vereinfacht. 

2. Wenn ich mit Monobutyrin ein positives Resultat  er- 
halten und auch iiberzeugt hatte. daB die Wirkung vom Ferment 
ausgelibt wird (siehe unten), so stellte ich einige Versuche mit 
Olivenol und Butter an, um festzustellen, ob das Ferment des 
Darmsaftes auch imstande ist, natiirliche Fette zu spalten. Da 
es sich erwies, dab nicht emulgiertes Fett vom Darmsaft schlecht 
gespalten wird, vom Darmsaft selbst aber nur schwach emul- 
giert wird, so habe ich einige Versuche auch mit 

Emulsionen angestelit, sowohl mit  kiinstlichen, mit 
Hilfe von Gummi arabicum bereiteten, als aueh mit natiirlichen 
in Form von Mileh, 

In allen diesen Fidillen habe ich stets im Darmsaft die 
Anwesenheit eines fettspaltenden Fermentes konstatieren konnen, 
freiich inp viel geringeren Mengen, als es im Pankreassaft ent- 
halten ist. (Siehe Tabelle Im ganzen habe ich in der an- 
eegebenen Michtung mehr als 100 Versuche angestellt und zwar 
an 3) verschiedenen Saftportionen, die ich an 35 verschiedenen 
Tagen von meinen 2 Hunden hauptsiiehlich und teilweise auch 
noch von S&S anderen erhalten hatte. 

Wie man aus den Tabellen ersechen kann, habe ich alle 
zu untersuchenden Portionen nach der ersten Titration, welche 
zuin Zweek der Bestimmune der in einer bestimmten Zeiteinhei! 
(im Thermostaten bei 38° C.) unter dem Einflub des Fermentes 
vom Monobutyrin abgespaltenen Fettsiiuren angestellt war, wieder 
in den Thermostaten zurtickgebracht. Nach einer gewissen Zei! 
wiederholte ich die Titration, um die Menge der Buttersiiure — 
oder sonstiger Fettsiiuren — festzuste'len, welche unter dem Ein- 
(luli des Fermentes freigeworden war, und stellte die Probe von 
neuem in den Thermostaten bis zur folgenden Titration; dieses 
Verfahren wiederholte ich bis zu lOmal und mehr. Auf diese 
Weise habe ich im ganzen mehr als 1000 Titrationen ausgefiihrt. 

Zur Untersuchung benutzte ich frisch gewonnenen Salt 
oder solchen, der am ‘Tage vorher erhalten war und auf Eis 
vestanden hatte. Die Menge wurde mittels einer. sterilisierten 
Pipette von teem Inhalt, die in 100 Teile geteilt war, bestimmt. 
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Zu der genau gleichfalls mittels einer sterilisierten Pipette abge- 
messenen, als Reagens dienenden Substanz (gewohnlich LOcem) 
wurde meist nur 0.5 ccm Darmsaft zugefiigt, die Mischung ge- 
schiittell und unverziiglich in einen Wasserthermostaten von 
38° gestellt. Zur Kontrolle wurde nebenbei immer eine 
eleiche Portion angesetzt, zu der aber aufgekochter Darm- 
salt hinzugefigt war, und auferdem eine dritte Portion ganz 


oline Darmsaft. Nach Ablauf einer bestimmten Zeit — von 
einer 2/2 Stunde bis zu einigen Tagen —- wurden alle Portionen 


aus dem Thermostaten genommen und auf Eis gestellt, um fiir 
die Zeit der Titration die Wirkune des Ferments, die dann der 
Genauekeit der Bestimmung schaden konnte, aufzuheben: dann 
wurde die treigewordene Buttersiiure mit) einer Losung von 
Baryt — unter benutzung von Phenolphtalein als Indikator 

bis zur ersten kaum merkbaren Rosafiirbung titriert. Aus der 
Menge der freigewordenen Siure und der entsprechenden zu 
ihrer Neutralisation verwandten Titermenge konute man die 
Wirkungskraft des fettspalienden Fermentes und tolglich bis 
zu einem gewissen Grade auch die Menge desselben berechnen. 

Bei der Arbeit mit dem Monobutyrin und den Emulsionen 
wurden die Reagenzeliiser, nachdem sie einmal in den Thermo- 
staten gestelll waren. bis zum Moment der Herausnahme nicht 
anvertihrt, da man annehimen konnte, dab nach einmuligem ener- 
eischen Durchsehiitteln der Darmsaft sich mit diesen wiisserigen 
Kliissigkeiten immer mehr oder weniger eleichmiibig vermischt 
hatte; hatte ich es uber mit reinem Fett (gewOhnlich 5 cem) 
zu tun, so wurde das nach Hinzufiigen von ebensoviel Wasser 
und der bestimmten Portion Darmsaft erhaltene Gemisch wihrend 
der Zeit, die es im Thermostaten stand, mehrmals geschittelt, 
damit das Ferment die MoGelichkeit habe, auf das Fett einzu- 
wirken, welches unter diesen Bedingungen keine Emulsion bildete, 
sich sehr schnell tiber dem Wasser sammelte und auf diese 
Weise aus dem Wirkunegsbereich des Fermentes kam. 

Um die Moglichkeit eines Einflusses von Bakterien auf die 
Spaltung des Monobutyrins und der anderen Fette zu beseitigen, 
wurde zu einer groberen Zahi von Portionen entweder Calomel 
fein Stiickehen von der Gréfe eines Linsenkorus bis zu einer 


+ 
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halben Erbse auf 10 cem der Fliissigkeit), oder bisweilen Thymo!| 
(Stiickchen von ErbsengréBe), hinzugefiigt. Offenbar hat dieser 
Zusatz keinen Einfluf auf die Resultate, und es mu nach dieser 
Versuchsanordnung die Fettspaltung dem Darmsaft und nicht 
den Bakterien zugeschrieben werden. 

Besondere Kontrollversuche bestitigten die Abwesenhei| 
von lebenden Bakterien in den Reagenzgliischen, in die anti- 
septische Substanzen hinzugefiigt waren, 

Auberdem habe ich einige Versuche gemacht, die Bakterien 
mittels Filtration zu entfernen, Zu diesem Zweck kann man 
den Saft durch ein Filter gehen lassen, welches fiir bakterien 
undurchgiingig ist (zB. dureh eine Chamberland-Pasteur- 
sche Kerze), doh. man kann ihn auf kaltem Wege sterilisieren und 
vollkommen fret von Bakterien erhalten. Es ist aber bekannt, 
eine derartige Filtration die Fermente iiberhaupt beein- 
triichtigt, besonders wenn man, wie es bei mir notgedrungen 
der Fall war, eine geringe Fliissigkeitsmenge dieser Filtration 
unterwirft (Dserschgowsky).(42) Speziell wird aber die Lipase 
hierbei (Kastle und Loevenhart)(4%) in hohem Grade ge- 
schwiicht. Nach Dserschgowsky enthalten die ersten Por- 
tionen des Filtrats fast gar kein Ferment, die folgenden. erst 
werden reicher daran. Um schiidlichen EinfluB Fil- 
trierens zu vermindern, verfuhr ich deshalb folgendermasen : 
Zuniichst filtrierte ich 0,5 com Darmsaft mit 38 ccm Monobutyrin 
(1°/o wiisserige LOsung) durch eine kleine sterilisierte Kerze in einen 
gleichfalls sterilisierten Aufnahmekolben: dann wurden nach be- 
endigter Filtration nochmals 3 ccm Monobutyrinlésung, jetzt aber 
allein, filtriert, dann wieder 3 ccm usw., bis die Kerze auf diese 
Weise 7mal mit Monobutyrin sozusagen durchgespiilt war. In 
der auf diese Weise erhaltenen Mischung, die aus 0,5 ccm 
Darmsaft und 20 cem Monobutyrinlésung bestand (ea. 1 cem 
verteilte sich in der Kerze), war eine fettspaltende Wirkung 
des Fermentes zu bemerken, freilich eine schwichere, als in 
den nicht tiltrierten Portionen. 


') Auch hier iiberzeugte ich mich jedesmal mit Hilfe von er- 
ginzenden Kontrollversuchen von der Abwesenheit von Bakterien. 
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Spaltung von Monobutyrin (1° vige wiisserige Lésung) durch die 


Tabelle lL. 


Darmsaftlipase. 


Nr. der Titration . . 


| 6 
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Zeit der Finwirkung 
des Saftes in Stun- 


10cem Monobutyrin- 
10 cem Monobutyrin 


Probe. 


0.3. 0,05 0,05 0,05 0,05 


-+-1ceem des aufge- 


kochten Pankreas- 
saftes 


0.3 0.1 0,3 0,3 0,05 


10 cem Monobutyrin— 
+-feem normalen 


Pankreassaftes 
nicht aufgekocht) 
10 cem Monobutyrin 


cem aufge- 
koeht. Darmsaftes 


10 eem Monobutyrin | 
+-1cemnormalen 


Darmsaftes .. 


Zeit der Einwirkung 
in Stunden 
10ccem Monobutyrin- 

10 cem Monobutyrin 
1 cem aufge- 
kocht. Darmsaftes 
10 cem Monobutyrin 


+1 normalen— 


Darmsaftes (nicht 

aufgekocht) .. . 

10 ccm Monobutyrin 

+-1cem normalen 
Darmsaftes 

+ 1cem Galle .. 


') Die Zahlen bedeuten die Menge der Barytlésung, welche bei der 
Titration der durch Spaltung frei gewordenen Séiuren verbraucht war. 
! cem der Barytlésung entspricht 1 mg HEI. 


02 01 01 02 01 


0.8 | 0.4 


3,0 21 2,0 1.6 0,9 


08 0,7 


') 


Il. Probe. 


33 |36! 36 


0.15 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,15. 0,10.1 0.4 0.1 0.1 


02 04 0101/01 02 


14 14 2,5 06,09 2,0 33 1,409 18 1,1 1,0 


12 08 18 


‘ 


| 


0,3 0,3.0,202503 — 


| 
| 
| | 
| 
7 | 
| 
| | | | 
| 
4 | | 
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Tabelle II. 
Spaltung des inder Milchin emulgiertem Zustande enthaltenen 
Fettes durch Darmsaftlipase. — Spaltung einer kiinstlichen 
Emulsion und nicht emulgierten Fettes, 


Nummer der Titration. 2 | 3 


I. Probe. 


Zeit der Kinwirkung . 6?/s | l 
10 cem frisch aufgekochte Mileh. | 8,1 | O1 O,1 
10 cem derselb. Milch —- 1 cem aufge- | | | 
kochten Darmsaftes . | 83 OI O,1 
10 com derselb. Milch teem normalen | | 
Darmsattes (nicht aufgekocht).—. 21,0 | 23 


Il. Probe. 


Zeit der Kinwirkung . . . . 
10 cem frisch aufgekochte Milech 3.8 0.1 0) 
10 com derselb. Milch +- cem aufge- | | 

kochten Darmsaftes 3.1 Q 
10 com derselb. Mileh-- cem normalen 

Darmsaftes (nicht aufgekoeht) . 4.4 31 1.3 
Il. Probe. 

Zeit der Einwirkung 2 6 10 
cem gewohnliches Provencer-Ol | 0) 
com dessell. Ols 0.5 com normalen 

Darmsaftes 0.6 
cem neutrales Provencer-Ol. Q () 
5 cem desselb, Ols +- 0,5 com normalen 

Darmsaftes ........ O.8 O.5 0.1 
5 ecm neutr. Emulsion (von Provencer- 

5 cem derselb. Emuls, -+- 0.5 cem d, nor- | 

malen Darmsaftes. 0.0. 1,0 i2 


') Die Zahlen bedeuten die Menge der Barytlésung, welche bei der 
Titration der durch Spaltang frei gewordenen Séuren verbraucht war. 
com der Barytlésung entspricht 1 mg HCL. 
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Tabelle 


Spaltung des Monobutyrins durchden Darmsaft nach Filtration 
desselben durch eine Chamberland-Pasteursche Kerze. 


Nummer der Titration I 2 3 4 
Zeit der Einwirkung . . . . 2 12 26 
20 ccm Monobutyrinlédsung. 0,05 O05 O05 () 
Monobutyrin 0,5 Darm- | 

saft. ........ .| OF | 035] O04 | 0,85 | 
20 com Monobutyrin + 0.5 cem Darm- 

Ms « « « & — | OF O35 


Die beiden untersuchten VPortionen stammen yon zwei 
verschiedenen Hunden. 

Vor jeder Titration tiberzeugte ich mich durch Kontroll- 
versuche von der Abwesenheit von Bakterien: die Fliissigkeiten 
zeigten, bevor sie in den Thermostaten gestellt wurden, stets 
neutrale Reaktion. 

Die Resultate der Einwirkung des Darmsaftes auf das 
Monobutyrin, die Naturfette und ihre Emulsionen sind von mir 
in den vorstehenden Tabellen zusammengestellt. 

Diese Tabellen geben einen geringen Teil aller von mir 
gemachten Versuche wieder. In allen anderen Versuchen hat 
sich ein vollkommen gleiches HKesultat ergeben. 

Somit bin ich zu dem Schlub berechtigt, dab der Darm- 
saft imstande ist. selbstandig ohne Mitwirkung von Bakterien 
Fette zu spalten. 

Es mége nun eine kurze Charakteristik der Wirkung der 
Darmsaftlipase im Vergleich zur Lipase des Pankreassaftes folgen. 
Die Darmsaftlipase wirkt jangsam, dafiir aber kann sie die 
Fette im Verlaufe vieler Stunden, sogar einiger ‘Tage spalten, 
ohne in ihrer Wirkung erheblich schwiicher zu werden. Die 
Pankreassaftlipase dagegen wirkt schnell, jedoch nur anfangs; 
nach eimiger Zeit wird unter den gewoOhniichen Versuchsbedin- 
ungen ihre Wirkung bedeutend schwiicher (siehe Tab. 1). 
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Die Darmsaftlipase verschwindet bei Aufbewahrung des 
Saftes bei Zimmertemperatur im Verlaufe vieler Tage nicht, 
wihrend die Pankreaslipase unter diesen Bedingungen bald 
zerstort wird (Hanike(*)). Noch friiher wird dieser Unter- 
schied beim Stehen der Siifte im Thermostaten offenbar, 

Die Darmsaftlipase wirkt bedeutend schwiicher als die 
Pankreaslipase und viel besser auf Emulsionen, als auf nicht 
emulgierte Fette. So bewirkt sie z. B. in der Milch eine sehr 
energische Spaltung. 

Die Galle, welche die Fettspaltung durch den Pankreas- 
saft bedeutend befordert, untersttitzt das fettspaltende Ferment 
des Darmsaftes garnicht. 

Der Zusatz von antiseptischen Mitteln schwicht die Wir- 
kung der Lipase nicht merklich. 

Der Darmsaft verstiirkt die vom Pankreassatt bewirkte 
Fettspaltung: diese Verstiirkung muB map wahrscheinlich der 
Lipase des Darmsaftes zuschreiben. Nach dem Aufkochen ver- 
liert der Darmsaft diese Kigenschaft. 

Der Darmsaft aus dem unteren Abschnitt des Diinndarms 
spaltet in frischem Zustande das Monobutyrin und die anderen 
Fette selbst in emulgiertem Zustande fast garnicht. 

Ich halte es nicht fiir tiberfliissig, hinzuzuliigen, dab er 
auch keine Kinase enthiilt: Invertin und Amylase ist in ihm 
in betrichtlicher Menge vorhanden. In dieser Richtung werden 
weitere Untersuchungen unternommen werden. 

Doch kénnte man mir erwidern, dafi in Anbetracht der 
schwachen fettspaltenden Wirkung des Darmsattes der Beweis 
erbracht werden muB, die Spaltung tatsichlich durch dias 
Ferment bewirkt wird und nicht durch irgend welche andere 
Kinfliisse. Die Bakterien habe ich bereits ausgeschlossen und 
kann jetzt zur Besprechung der anderen moglichen Ursachen 
iibergehen. Es ist dies um so notwendiger, als die Unbestandigkeit 
des Monobutyrins und seine Fahigkeit, unter verschiedenen be- 
dingungen leicht unter Bildung freier Fettséure zu verfallen, 
gut bekannt sind. Der selbstiindige Zerfall der 1°/oigen Losung 
des zu priifenden Monobutyrins unter dem = Einflub der hohen 
Temperatur im ‘Thermostaten konnte keinen irgendwie aus- 
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gesprochenen Einfluf{ haben, wie aus den bestindigen (mehr 
als 100) Kontrollversuchen zu ersehen ist. Im Darmsaft ist 
aber immer eine gewisse Menge Alkali und ziemlich viel Kiweib 
vorhanden. Es ist also notwendig, den Einflufi dieser beiden 
Stoffe auszuschlieben oder wenigstens eine entsprechende Kor- 
rektur in dem Endresultat- zu machen. 

Was das Eiweib betrifft, so veranlabte dazu besonders 
die hohe Autoritiit, Heidenhains, (49) welcher behauptet hat, 
dab Eiweib, z. B. Eiereiweif, an und fiir sich Fett zu spalten 
imstande ist. Alkali bewirkt nach meinen Versuchen keine 
bedeutende Abspaltung von Siiure aus dem Monobutyrin. Ich 
habe Soda (NaHCO,) in 1°/oiger wiisseriger LOsung untersucht. 
Soda habe ich deshalb gewihlt, weil die Alkalien im Darmsatt 
an Kohlensiiure gebunden und ungefiihr in derselben Konzentration 
enthalten sind. Hierher gehdren auch die Kontrollversyiche, wo 
zum Monobutyvrin aufgekochter Darmsatt zugeftigt war. 

In allen diesen Fallen wurde tatsiichlich eine Spaltung 
des Monobutyrins beobachtet, doch nur in Spuren, und wie 
man aus Tabelle IV ersehen kann, war sie um so viel schwiicher, 
ws bei der Einwirkung nicht aufgekochten Darmsaltes, dab sie 
mit letzlerer tiberhaupt nicht verglichen werden kann. Die 
Alkalien, in der von mir benutzten Verdiinnung, tiben auch 
nur eine ganz unbedeutende spaltende Wirkung aus, welche 
diejenige der Sodalésung an Stiirke nicht tibertrifft. 

Um die Kinwirkung des Eiweibes der Hiihnereier kennen 
zu lernen, habe ich Versuche angestellt, deren Resultate ich 
in lolgender Tabelle zusammengestellt habe. 

Wie aus dieser Tabelle zu ersehen ist, tibt das Kiweib 
auf das Monobutyrin wohl eine spaltende Wirkung aus, doch 
ist sie so geringfiigig, daly man sie bei Bestimmung der Inten- 
sitat der Spaltung des Monobuiyrins durch den Darmsaft dreist 
vernachlissigen kann. Ich benutazte nur cem Darm- 
salt und dieser enthiilt an sich nur wenig Eiweil. 

Es ergibt sich somit, dab das Alkali und das Eiweib, 
ebenso wie die Bakterien, bei der von mir untersuchten Reaktion 
keine bemerkbare Rolle spielen. Aus den angefiihrten Resul- 
iuten ist zu ersehen, dal sowohl das Monobutyrin, als auch 


: 
t 

| 
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Tabelle IV. 


Spaltung des Monobutyrins durch eine 1%oige Sodalésung 
(NaHCO,), durch aufgekochten Darmsaft (siehe auch Tabelle | und If, 
und durch Hiihnereiereiwetb. 


Nummer der Titration. . . . 2 4 
Probe. 
Zeit der Eimwirkung Is Oly 
10 cem Monobutyriniésung 0.05 O05 
10 cem Monobutyrin -- 1 cem Sodalésung 0,05 0.05 0,05 0.05 
10 cem Monobutyrin cem aufgekochten 
Darimsaftes 02 O41 | 02 0.1 
10 cem Monobutyrin -+- 1 cem normalen 
Darmsaftes 1.4 1,4 2.5 1.5 
If. Probe. 
Zeit der Einwirkung 2 | 4 
5 cem Monobutyrinidsung 0,05 0,05 0,05 0.05 
cem Monobutyrin 0,1 cem unverandertes | | | 
Riweih 0,05 0,05 0.05 0.05 
| | 
5 com Monobutyrin +- 0,3 cem unverindertes | | | 
Kiweif 005 0.05 
com Monobutyrin+- 0.5 cem unverindertes | | 
0,05 0,05 0,00 | 
5 cem Monobutyrin -+ 0,5 cem aufgekochtes | | | 
Kiweih (),2 0.15 | 0,15 
| 
| | | 
5 com Monobutyrin cem unveriindertes | 
Kiweik | | 015 | 02 
5d cem Monobutyrin + 1 cem aufgekochtes | | | 
Kiweil 0,3 | 0,3 0,25 | 0.7 
| 
5 cem Monobutyrin -!- 2 ccm unveridndertes | | | 
Kiweil 0 0,05!) O15 02 
| 
eem Monobutyrin 2 ccm aufgekochtes | | 
0.6 O04 | 05 | 2.0 


FiweiS . 


Anmerkung: Es ist bemerkenswert, koaguliertes Kiweifs das 


Monobutyrin viel energischer spaltet, als nicht koaguliertes. 
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die natiirlichen Fette, besonders in emulgiertem Zustande, vom 
Darmsaft sogar in kurzer Zeit gespalten werden, und da diese 
Wirkung nach dem Aufkochen des Saftes verschwindet und 
weder durch die Anwesenheit von Alkalien, noch durch den 
KinfluB des EiweiBes, noch durch die Wirkung der Bakterien, 
noch durch andere zufiillige Ursachen erklairt werden kann, so 
bleibt als einzige Ursache die Anwesenheit eines besonderen 
fettspaltenden Fermentes tbrig. 

Somit mul} das allgemeine Gesetz von der Vielheit der 
Produktions- oder richtiger der Sekretionsorte der Verdauungs- 
fermente auch auf das fettspaltende Ferment ausgedehnt werden, 
da seine Anwesenheit im Magensaft |Volhard;'%)) im Pankreas- 
saft und im Darmsaft bewilesen ist. 

Meinem hochverehrten Lehrer’ Professor J. P. Pawlow 
spreche ich meinen herzlichsten Dank aus: ihm bin ich sowohl 
fiir meine physiologische Bildung als auch fiir die Moglichkeit 
(iberhaupt auf wissenschaftlichem Gebiet zu arbeiten verpflichtet. 
GroBen Dank sage ich ihm aueh fiir seine Anleitung bei Aus- 
fihrung dieser Arbeit. 
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Uber fermentative Fettspaltung. 
Von 


K. Hoyer. 


(Aus dem wissenschaftlichen Laboratorium der Vereinigten Chemischen Werke, Aktien- 
gesellschaft, Charlottenburg, im November 1906.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18, Dezember 1906.) 


1. Untersuchungen tiber Saurewirkung. 


Wenn man Ricinussamen mit Wasser zerreibt und die 
entstandene Samen-Olemulsion (Samenmilch) mehrere Tage sich 
selbst tiberlift, «beobachtet man nach einiger Zeit ein pidtz- 
liches, sprungweises, rapides Ansteigen der Siuremenge«, 
wobei das im Ricinussamen enthaltene neutrale Ol in Ricinus- 
Olsiiure und Glycerin zerlegt wird. Diese vor etwa 4 Jahren 
gemachte erste Beobachtung war bekanntlich der Ausgangs- 
punkt fiir die Erforschung der Fettspaltung mittels des in Pflanzen- 
samen, speziell im Ricinussamei enthaltenen lipolytischen Fer- 
mentes, welches seitdem von mehreren Seiten?) bearbeitet sich 


') Verg!. Connstein-Hoyer-Wartenberg, Ber. der Dentschen 
chem. Ges., Bd. XXXV, S. 3988 (1902). 

*) Vergl Braun und Behrendt, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 
Bd. XXXVI, S. 1142 und 1900 (1903); Braun, ebenda, Bd. XXXVI, 
S. 3003 (1903). 

Fokin, Journ. russ. phys.-chem. Ges., Bd. XXXV, 8. 851 u. 1197; 
Chem. Revue, Fett- und Harz-Ind., Bd. XI, S$. 91 u. ff., Bd. S. 130 u. ff. 

Lami, Boll. Chim. Farm., Bd. XLII, S. 385 u. 607. 

Nieloux, Comptes-rendus de VAcad. des sciences, Bd. CAXXVIL, 
S. 1112, 1175, 1288, 1352 (1903); CXXXIX, S. 143 (1904). 

Urbain-Saugon, C. rend, de l’Acad. des sciences, Bd. CXXXVIII, 
S. 1291 (1904); Urbain, ebenda, Bd. CXXXIX, S. 606 (1904): Urbain- 
Perruchon-Lancon, ebenda, Bd. CXXXIX, S. 641 (1904); Urbain- 
Saugon-Feige, Bull. de la Soc. chim., Bd. XXXI, S. 119% (1904). 
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zu einem brauchbaren technischen Fettspaltungsverfahren ent- 
wickelt hat. 1) 

Unter den eingangs erwahnten Bedingungen setzt die fett- 
spaltende Wirkung des Ricinussamenfermentes erst nach einiger 
Zeit ein, dann aber plétzlich sprungweise. «Die Ursache fiir 
das Auttreten des «Sprunges» erkannten wir darin, dab eine 
intensive Spaltung des Fettes in den Samen nur dann eintritt, 
wenn eine geniigende Menge Siaure zugegen ist.2) Man kann 
nun die fettspaltende Kigenschaft des Ricinussamens sofort aus- 
losen, wenn man dem Ansatz von vorneherein eine gewisse 
kleine Menge Saéure oder sauren Salzes zusetzt. Diese Siiure- 
menge ist je nach Sadureart verschieden. In einer spiiteren Pub- 
likation von mir*) sind diese Siiuremengen genau festgesetzt 
worden, wobei es sich zeigte, dab unter den untersuchten Siiuren *) 
Buttersiiure den weitesten Spielraum beziiglich der anzuwen- 
denden Menge zulieb, wihrend z. B. Schwefelsiiure und Oxal- 
siiture eine sehr genaue Einhaltung ihrer Mengenverhiiltnisse er- 
forderten. Schon damals erwahnte ich, dab Untersuchungen 
daritber im Gange waren, eine noch geeignetere Siiure als Butter- 
siiure fiir AuslOsung der Enzymwirkung zu finden, 

Es war a priori anzunehmen, dab die geeignetste Siaure 
sicherlich diejenige sein muBbte, die von der Natur selbst zum 
Z7weeke der Fettassimilation im Samen erzeugt wurde. Die 
oben erwihnte Sprungwirkung des Ricinussamenfermentes tritt, 
wenn man ohne kiinstlichen Siiurezusatz arbeitet, erst nach 
einiger Zeit ein, d. h. erst dann, wenn eine ausreichende Menge 
natiirlicher -Samensiiure» gebildet worden ist. Ks war also 
nur notwendig, diese «Samensidure» sich bilden zu lassen, sie 


Deutsches Reichspatent 145413 vom 22./IV. 02. 

O. Heller, Der Seifenfabrikant, 1902, Nr. 47 48, 1903, Nr. 11; 
Connstein, Nr. 25, Hoyer, Nr. 45; Seifensiederzeitung 1903, Nr. 45/46 ; 
Steffen, Nr. 47, Betriebsresullate d. Seifenfabrikant, 1904, Nr. 26; Seifen- 
siederzeitung, 1904, Nr. 26; Hoyer, Der Seifenfabrikant, 1905, Nr. 26; 
Seifensiederzeitung, 1905, Nr. 26—28. 

) Vergl. Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXV, 5. 3990 (1902). 

*) Vergl. Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVIIL, 5. 1486 (190%). 

') Gepriift wurde die Wirkung der Schwefel-, Oxal-, Ameisen-, 
Essig- und Buttersiure. 
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zu isolieren und auf ihre Verwendbarkeit zu priifen. Ich ver- 
fuhr hierbei wie folgt: 


Versuch 1 (im Marz 1904). 


200 ¢ gemahlene RicinuspreBlinge (d. 1. hydraulische, kalt 
geprebte, also zum grobten Teil entdlte Ricinussamen) werden 
mit 400 g einer 1°/oigen Chloralhydratl6sung (demnach unter 
AusschluB bakterieller Wirkung) im Trockenschrank bet 30—35° 
in verschlossener GlasstOpselflasche digeriert. Von Zeit zu Zeit 
werden Durchschnittsmuster gezogen, klar filtriert, je 10 com 
des Filtrates werden unter Anwendung von Phenolphtalein als 
Indikator mit "1-KOH titriert: 


10 com Chloralhydratlésung verbrauchen . cem %1-KOH 
10» Filtrat sofort nach dem Vermischen mit Pref- 
10 » nach Itigigem Digerieren verbrauchen . 0,2 
10 » > . O45 
10 >» . Od 


Versuch 2 (am 15. 3. 04.). 


200 ¢ Ricinuspreblinge wie oben werden mit 800 g 1°/oiger 
Chlorhydratlbsung bei 35° digeriert. Von Zeit zu Zeit wird ein 
Teil der triiben Fliissigkeit abgegossen, filtriert, titriert: je 60 ccm 
Filtrat wurden mit je 200 ¢ Leindl und 6,6 g Ricinussamen 
geschiilt und gemahlen, zu einer Emulsion verriihrt und der 
Spaltung tiberlassen: 


Dauer 10 ccm Filtrat ab- Hohe der Leiné!spaltung 
des Digerierens neutralisiert durch nach 
der Prefilinge Kubikzentimeter Tag 2 Tagen 3 Tagen 4 Tagen 
Tage "1-KOH % | | 
| | | 
I | 0,1 1,5 144 | 73 | 88 
| | | 
2 0,25 45 81 8F  — 
3 | 05 71 | 


Obige Versuche beweisen, dafi wiihrend des Digerierens 
der Ricinuspreflinge mit Wasser sich nach und nach eine 
wasserlisliche Siiure bildet, die, wenn sie in geniigender Menge 
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vorhanden ist, die fettspaltende Wirkung des Ricinussamens 
auslost. 
Versuch 38 (am 12. 3. 04.). 

300 g Ricinuspreblinge werden wie vorher mit 700 cem 
1° oiger Chloralhydratlosung wahrend 2 Tagen bei 33° digeriert. 
Beim Offnen der Flasche entweicht Kohlendioxyd, welches durch 
vorgelegtes Barytwasser als BaCO, nachgewiesen wird. Der 
ganze Flascheninhalt wird koliert, filtriert, das Filtrat!) in ver- 
schiedenen Mengen mit je 100 g Leindl und 3,5 ¢ Ricinus- 
samen geschiilt und gemahlen verrithrt und der Spaltung tiber- 


lassen: 
Vermischt Ergaben eine Lemdlspaltung nach 
Filtrat mut 
Wasser | Tag 2 Tagen 3 Tagen 
Zunahme Zunahme 
5 5D 2 | 357 59 20) 79 
10 50 9 | 57 68 16 84 
15 49 15 a1 66 14 80 
20) 40 2487 61 72 
25 35 32002 58 12 70 
30 30 43 24 67 10 77 
25 60 22 82 7 89 
40) 20) 63 84 4 88 
4d 1d 71 16 87 4 91 
50 10 7% 88 4 92 
AD 80 90 3 O33 


Das Ergebnis obiger Versuchsreihen ist) nach mehreren 
Richtungen hin bemerkenswert: Die Spaltungsresultate nach 
1! und 2 ‘Tagen bilden untereinander zwei ziemlich gleichmabig 
aufsteigende arithmetische Reihen, wihrend die Spaltungszu- 
nahmen vom 1. zum 2. Tage und vom 2. zum 3. Tage zwei 
regelmébig abnehmende arithmetische Reihen ergeben, mit an- 
deren Worten: bei Anwesenheit von sehr wenig Siiure verliiuft 


*) 10 com des Filtrates wurden durch 0.55 cem %1-KOH neu- 
tralisiert. 
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die Olspaltung zuniichst sehr langsam, erst am 2. Tage trit! 
der «Sprung» ein, wenn niimlich der Ricinussamen die ihm 
noch fehlende Menge Siiure erginzt hat. Damit ist gleichzeitig 
eine vollige Aufklarung des «Sprunges» selbst gegeben. Die 
Kurve der Spaltungshdhe nach 1 Tage ist bis zuletzt, d. h. bis 
zur hochsten angewandten Siuremenge hin ansteigend. In dem 
folgenden Versuche wird zur weiteren Aufklarung der Frage, 
ob hdhere Siituremengen nicht einen noch héheren Spaltungs- 
effekt ergeben wiirden, die Versuchsreihe weiter fortgefiihrt: 


Versuch 4 (am 50. 5. 04.). 


200 ¢ Ricinussamenpreblinge werden wie vorher mit LOOO g 
1°/oiger Chloralhydratlosung bei 35° digeriert. Tiiglich vorge- 
nommene Titrationen von Fliissigkeitsproben zeigen die iibliche 
Siurezunahme. 

10 cem des Filtrates am 2. Tage abneutralisiert durch 0,15 com ®/1-KOH 
0 >» » ; 045 » 


Nun wurde die ganze Masse filtriert, vom Filtrat  ver- 
schieden grobe Mengen mit je 100 g Leinol und 3,5 g Ricinus- 
samen geschilt und gemahlen, verriihrt und der Spaltung tiber- 
lassen : 


| | LeinOlspaltung 
Filtrat Vermischt mit Wasser 
cem | ccm 

0 | 40) | 61 

45 | BD | 71 

dO 30 79 

25 $1 

60 20 82 

65 15 84 

70 10 84 

75 | 5 84 

80 | 

120 — 84 
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(Nach 6 Tagen war die Leindlspaltung aller Ansiitze auf 
47°, gestiegen.) Die Versuchsreihe lehrt, dab, wenn bei einer 
gewissen Siuremenge!) der optimale Spaltungsellekt  erreicht 
ist, hOhere Siituremengen einen begiinstigenden Einflub auf die 
Hohe der Spaltung nicht mehr haben: aber auch die héchste 
untersuchte Siiuremenge schadet noch in keiner Weise. Mit 
anderen Worten die hier benutzte «Samensiiure» ist in der 
Tat ganz besonders zur Auslésung der Spaltungen geeignet. 
Wodureh diese Samensiiure entsteht, dariiber gibt der folgende 
Versuch Auskunft: 

Versuch 5 (am. 24. 7. 04.). 

I. 200 2 Ricinussamenpreblinge wie vorher werden mit 
500 L°/oiger Chloralhydratlosung bet 30— 35° digeriert. 

I]. Kin zweiter gleich zusammengesetzler Ansatz wird zu- 
niichst 1/2 Stunde in siedendem Wasser erhitzt, sodann nach 
dem Abkiihlen wie der obige bet 30—35° digeriert. Aus beiden 
werden von Zeit zu Zeit Proben gezogen, filtriert und titriert, 
je 10 ecm der Filtrate werden neutralisiert durch com "/1-KOH : 


Nach | Nach | Nach Nach 

Sofort ung Itiigigem 2ligigem 3tigigem dtigigem 
: Digerieren Digerieren Digerieren Digerieren 
| 

com ccm cem— ecm 

Bei Ansatz | 0,15 02 | 0,25 0,85 

II 015 015 | 0,15 O15 O15 


Die «Samensiiure» entsteht demnach = gleichfalls durch 
Enzymwirkung; eine Siturezunahme in der Reihe des IH. An- 
satzes ist nicht erfolgt, da das siurebildende Enzym durch Siede- 
hitze offenbar unwirksam geworden war. Der Einwand, dab die 
Samenséure durch Bakterienwirkung etwa entstanden sein kénnte, 
ist durch Anwendung einer 1°/oigen Chloralhydratlésung eli- 
miniert. Letztere hat sich bereits friiher?) als absolut keim- 
totend erwiesen. 


') Siehe die fettgedruckten Zahlen der Reihe 65—84. 
*) Vergl. Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXV, 5S. 3990 (1902). 


| 


420 E. Hoyer, 


Weiter schien es mir interessant, festzustellen, wie dic 
-Samensiiure» entsteht: Als unl6slich in allen bekannten Lésungs- 
mitteln, also auch in Wasser, hat sich bereits unser fettspaltendes 
Enzym erwiesen.') Im Gegensatz hierzu, entsprechend jedoch 
der Eigentiimlichkeit der meisten anderen Fermentarten, ist das 
siiurebildende Enzym des Ricinussamens wasserloslich. Dies 
folet aus dem niichsten Versuche. 

Versuch 6 (am 25, 7, OD5.). 

Geschiilter Ricinussamen wird in einer Excelsiormiihle 
mit Wasser durchgemahlen. Die durchgemahlene Samenmiich 
wird noch weitere dreimal in gleicher Weise durch die Miihle 
durchgehen gelassen, wobei jedesmal ein Quantum Samenmilch 
separat aufgefangen wird. Das von den einzelnen Portionen so- 
fort sowie erst nach 24 Stunden klar abfiltrierte Wasser wird 
sofort sowie nach 24stiindigem Stehen Glasstopselflaschen 
titriert: 100 cem werden neutralisiert durch cem 


Nach dem Mahlen Nach dem Mahlen Nach dem Mahilen 


Anzahl 
sofort filtmert sofort filtriert, nach 
der | gelassen, 
und sofort titmiert 24 Stunden titriert (jltriert und titrier! 
Mahlungen 

com ecm cem 

| 2,3 3,2 

2 | 0,5 | 2.6 3,2 

3 | 2,6 5.8 
| 0.7 2.8 4,0 


Der Versuch beweist, daf die Feinheit der Mahlung des 
Ricinussamens,*) also eine mehr oder weniger vollkommene 
Zerstorung der Samenzellen und dadurch bewirkte innige Be- 
riihrung von Zellinhalt und Wasser fiir die Intensitaét der Saure- 
bildung im Wasser von wesentlicher Bedeutung ist. Die Ent- 
stehung der «Samensiure» aus wasserléslichen Samenbestand- 
teilen durch Vermittelung eines wasserléslichen Enzyms ist klar 


') Vergl. Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVII, S. 1437 (1904). 
*) Von Friedr. Krupp, Grusonwerk, Magdeburg-Buckau. 
Vergl. auch Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVII, 8. 1440 (1908. 


| 
| | 
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ersichtlich, wenn auch zugegeben werden mul}, dal die Saure- 
bildung bei liingerer Beriihrung von Samenmilch und Wasser 
eine vollstiindigere ist. Die betreffenden die Siiure erzeugenden 
Samenbestandteile gehen offenbar erst nach und nach in Losung. 

die Art der -Samensiiure» festzustellen, bediente ich 
mich der von Buchner und Meisenheimer!) angegebenen 
Methode, welche diese Forscher benutzt haben, um die bei der 
alkoholisechen Giirung entstehenden Siaiuren zu bestimmen: Ein 
oyiBeres Quantum frisch hergestellter Samenmilch?) wurde bei 
ca. 249 stehen gelassen, wobei bereits nach ca. 12 Stunden 
die gewiinschte Siiurebildung eingetreten war. Dabet wurde 
yuniichst ziemlich starke Kohlendioxydentwickelung beobachtet. 
Von dem klar filtrierten siiurehaltigen Wasser wurde ein Teil 
mit Wasserdampf destilliert: das schwach sauer reagierende 
Destillat wurde mit Natronlauge neutralisiert und auf dem Wasser- 
bade bis zur Trockene eingeengt. Es hinterblieb ein geringer 
Salzriickstand, welcher mit Alkohol und Schwefelsiiure die be- 
kannte Essigsiiureiithylesterreaktion gab. Nebenbei schien noch 
Ameisensiiure in geringer Menge vorhanden zu sein, da neben 
dem Essigiithergeruch auch der Ameisensiureathylester heraus- 
zuriechen war. Auch zeigte die Salzl6sung eine Reduktions- 
wirkung auf ammoniakalische Silbernitratl6sung. Ferner wurde 
ein groBes Quantum des oben gewonnenen klar filtrierten Siiure- 
wassers auf dem Wasserbade eingedampft, wobei alle fliich- 
tigen Siiuren fortgehen. Der sirupartige Riickstand wurde zur 
Reinigung mit absolutem Alkohol aufgenommen, filtriert, der 
Alkohol verjagt, aus dem zuriickbleibenden starksauren Sirup 
mittels Zinkearbonat das charakteristische schwerlosliche Zink- 
laktat isoliert. Aus Wasser zweimal umkrystallisiert und luft- 
trocken analysiert, wurden folgende Werte erhalten: 

0.3703 g Substanz ergaben 0,1031 g ZnO 


Gefunden Zn = 22.37% 
Berechnet fiir (CgH,0,),Zn == 22,00°/o 


Genaue quantitative Bestimmungen iiber die Mengenver- 


‘) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVII, S. 417 (1904) und 
Bd. XXXVI, S. 620 (1905). 
*) Siehe Versuch 6. 


q 
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hiltnisse der gebildeten einzelnen Siiuren wurden nicht vor- 
genommen. Da jedoch die Menge der Essig- resp. Ameisensiiure 
hinter derjenigen der Milchsiure stark zuriicktritt, so haben 
wir es hier offenbar im wesentlichen mit einer Milchsiéure- 
girung unter gleichzeitiger Bildung von Kohlendioxyd zu tun. 
Die besagte «Samensiiure» ist sonach ein Sauregemisch und 
der Hauptsache nach Milchsiaure.' ) 

Hieraus libt sich weiter sehlieben, dab auch in dem Kei- 
mungsprozeh des Ricinussamens diese Saurebildung eine grolie 
Rolle spielen mub. Die durch die Keimung bedingte Wasser- 
aufnahme des Samens gibt dem siurebildenden Enzym die Még- 
lichkeit, seine Wirksamkeit zu entfalten: die entstehende «Samen- 
siiture» aktiviert ihrerseits das lipolytische Enzym und vermit- 
telt so durch Spaltung des Ricinusdles die Assimilation dieses 
Reservestolles. 7) 

Zur Vervollstiindigung der Versuche tiber Siurewirkung 


wurde schlieBlich noch untersucht, inwieweit Essigsiiure — in 
unzureichender Menge angewandt — der oben beschriebenen 


«Samensiiure» (richtiger «Siiuregemisch») sich verhilt. 
In der foleenden Versuchsreihe wurde in der Tat festgestellt. 


') Vergl. Buchner und Meisenheimer (Ber. d. Deutsch. cher. 
(ies, Bd. XXXVI, 5S. 622, 1905), Bildung kleiner Mengen Essigsadure be: 
der zellfreien Girung. 

*) Diese Schlubfolgerung gewinnt an Wahrscheinlichkeit durch 
Untersuchungen von Stoklasa (Ber. d. Deutsch. botan. Ges., Bd. XXII. 

460, 1904). Stoklasa gibt an, daB bei der anaéroben Atmung 
keimender Samen Milchsiure entsteht. Uber Kohlendioxydbildung bei de: 
Keimung liegen zahlreiche Literaturangaben vor (vergl. hieriiber Czapek. 
Biochemie der Pflanzen, Il. Band, 5. 389, 1905). 

In ihren bereits zitierten Abhandlungen (Comptes rendus de I’Aca- 
démie des sciences, Bd. CXXXIX, S. 143 und 606, 1904) berichten 
Nicloux und Urbain iiber Untersuchungen, die sie tiber Ursprung und 
Wirkung der Kohlensiiure im keimenden Ricinussamen angestellt haben. 
Die Koblensiure entsteht nach ihrer Ansicht durch Hydrolyse albuminoider 
Substanzen des Samens, Es ist daher anzunehmen, dafs im keimendet 
Samen die proteolytische Spaltung und Kohlensiiurebildung der lipolytischen 
Spaltung des Ricinuséles vorangeht, da durch Kohlensiureeinwirkung dic 
Verseifung des Ricinuséles durch die Lipase (Lipaseidin) des Ricinus- 
samens bewirkt wird. 


2 | | 
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daB schon Spuren Essigsiiure den Eintritt der Fettspaltung durch 
Ricinussamenferment beschleunigen; das Spaltungsoptimum wird 


jedoch erst viel spiter erreicht, als wenn von vornherein eine 


ausreichende Menge Essigsiiure vorhanden. ist. 


Versuch 7 (am 16. 3. O4.). 
Je 200 ¢ Leiné! wurden mit je 6,6 Ricinussamen ge- 
schilt und gemahlen und mit verschiedenen Kssigsduremengen 
verrthrt und der Spaltung tiberlassen: 


0,06 %/oige Essig- |Vermischt} Ergaben eine Leindlspaltung nach 
sdure mut 

Essigsaure vom O11 Wasser | 1 Tag 2 Tagen 3 Tagen | 5 Tagen 
com °/o cem %0 
W) 0,012 SO — H 3 
0,015 70 2 | 80 
60 0,018 GO 2 66 Rb 
70 0,02 1 | 63 
80 0,024 4) 1.5 33 7) | 87 
90 30 & 72 
100 0,030 20) 19 62 79 87 
110 0,033 10 45 7+ SI 
120 0,036 Dt 78 91 

60 cem einer 

Essigsiiure 


2. Versuche zur Isolierung des Enzyms. 


Wihrend ich in der zilierten 2. Mitteilung') tiber fer- 
mentative Fettspaltung nur von negativem Erfolge begleitete 
Versuche zur Isolierung des lipolytischen Enzyms aus dem 
Ricinussamen beschreiben konnte, seien jetzt einige Methoden 
erwithnt, nach denen sich eine betrachtliche Anreicherung des 
‘ettspaltenden Fermentes erreichen [abt. 

Die bisherigen Untersuchungen waren nach zwetl verschie- 
denen Richtungen hin in Angriff genommen worden: Eine Fer- 


') Vergl. Berichte d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVII,S. 1436 (1904). 


| 

} 
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mentlosung zu erhalten, war bisher nicht moglich gewesen, 
Nach dem jetzt vorliegenden Material von diesbeziiglichen Unter- 
suchungen!) bei anderen lipolytischen Fermenten des  Tier- 
und Pllanzenreiches zu schlieben, ist es auch wenig wahr- 
scheinlich, dab dies je gelingen wird. In keinem Falle ist bisher 
mit Sicherheit die LOslichkeit einer Lipase festgestellt worden. 
“Diese Tatsache ist tibrigens sehr verstiindlich, wenn man 
riicksichtigt, dafi diese Fermente ja dazu bestimmt sind, Fette 
anzugreifen, die ja ihrerseits weder in Wasser noch in Glycerin 
loslich sind.» 

Weitere Versuche wurden unternommen, um das Ferment 
mechanischem Wege aus dem Ricinussamen zu_ isolieren. 
Zu diesem Zwecke mub man sich zuniichst klar machen, an 
welcher Stelle des Samens man das Enzym zu suchen hat. 
Der Ricinussamen besteht der Hauptsache nach grofen 
Zellen, die mit Aleuronkérnern, Ricinusdlktigelechen und Proto- 
plasma angefiillt sind.*) Die Aleuronkérner und das Ricinuso| 
sind Reservestotfe, die die Pflanze fiir die Keimung ihres Samens 
aufgespeichert hat. Das Protoplasma ist Sitz aller latenten 
Knergievorriite des ruhenden, aller Lebenstitigkeit des keimen- 
den Samens. Die Keservestoffe sind dazu bestimmt, von 
zymen, welche in dem Protoplasma der Zelle enthalten sind, 
gespalten und fiir den Embryo nutzbar gemacht zu werden.» ‘) 
Die Reservestoife konnten demnach auch in dem vorliegenden 
Falle im Ricinussamen nicht Sitz des lipolytischen Fermentes 
sein. Fiir das Ricinusél als Reservestoff ist dies schon in der 
zitierten L. Mitteilung iiber fermentative Fettspaltung®) nach- 
gewiesen worden, indem der entélte Ricinussamen noch die 
volle lipolytische Energie des Olhaltigen Samens besaB. Fiir 


Vergl. Connstein, Uber fermentative Fettspaltung, Ergebnisse 
d. Physiologie 3, I, 5. 206 u. f. (1904). 


*) Ebenda. 
Vergl. E. Strafburger, Botanisches Praktikum, 2. Aull., 1887, 


S. 43—45, und Green, Philosoph. Transactions 1890, S. 373. 
‘) Vergl. Oppenheimer, Die Fermente, 2. Aufl., 19038, 5.72, und 


(rreen, |, ¢. 
5) Vergl. Berichte d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXYV, 8. 38994 (1902). 


| 
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die Aleuronkorner als Reservestoff hat es zuerst Nicloux') 
bewiesen. Nach obigen Ausfiihrungen war es demnach voraus- 
zusehen, daB im Ricinussamen das Protoplasma das fettspaltende 
Knzym enthalten wiirde. Es galt nun eine Methode zu finden, 
um auf mechanischem Wege das Protoplasma von den tibrigen 
teservestoffen des Ricinussamens zu trennen. 

Das Naheliegendste war es nun, zu untersuchen, ob die 
einzelnen Samenteile sich nach threr verschiedenen Dichte trennen 
lassen. Der geschiille Samen war mit OL oder einem Ollésungs- 
inittel, z. B. Ather, angerieben worden und das verschieden 
erohe spezifische Gewicht der Samenpartikel benutzt worden, 
um durch fraktioniertes Dekantieren der sich teilweise absetzen- 
den Samenteilchen Fraktionen zu gewinnen, die mehr oder weniger 
wirksame Substanz enthielten. Wie schon seinerzeit kurz er- 
wihnt wurde, hat Nicloux?) diese Methode zu einem tech- 
nischen Verfahren auszuarbeiten versucht. Es gelang ihm in 
der Tat, mit Hilfe der Zentrifuge eine Trennung von Aleuron- 
kornern und Protoplasma in einem durch Zerreiben von ge- 
schiillen Ricinussamen mit OL erzeugten Samenbrei durchzu- 
fiiiren. In kleinem Laboratoriummafstabe liefert dies Ver- 
fahren ganz gute Resultate, wenn auch die Trennung der ein- 
zeinen Samenbestandteile quantitativ recht schwer ausfiihrbar 
ist. Im groBen technischen Mabstabe versayt das Verfahren 
yollkommen. 

Zu ungleich glatteren Trennungen der verschiedenen Samen- 
bestandteile gelangt man bei Anwendung von Ollésungsmitieln, 
ail Stelle der von Nicloux benutzten Ole, deren spezifisches 
Gewicht so gewiihlt wird, dab die lipolytisch = unwirksamen 
schwereren Samenpartikel leicht zu Boden sinken, wiihrend die 
leichten aktiven Substanzen (also das Protoplasma) in Schwebe 
bleiben. So beschaffene Ojlésungsmittel gewinnt man durch ent- 


‘) Alle seine bisherigen Arbeiten tiber dieses Gebiet sowie die- 
jenigen seiner Mitarbeiter (vergl. die Zitate 5S. 414) faite Nicloux in einer 
austihrliichen Monographie zusammen: Contribution a [étude de la sa- 
ponifacation des corps gras p. M. Maurice Nicloux. Paris L906. 


*) Franzés. Patent 335, 902 vom 14. Okt. 1903. 
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sprechendes Mischen von Benzin, Petroliither, Benzol, Ather usw.) 
einerseits, mit Chloroform oder Tetrachlorkohlenstoff anderer- 
seits, und wiihlt die Mischungsverhiiltnisse derart, das Ge- 
misch ein spezifisches Gewicht von ca. 1,2 bis 1,4 hat. Man 
verfahrt hierbei z. b. wie folgt: 


Versuch & (am 8. 6. 04.). 


900 ¢ Ricinussamen geschiilt und fein gemahlen werden 
mit 1600 g Petroliither-Chloroformmischung (1 Vol. : 2 > Vol.) 
vom spezifischen Gewicht 1,22 angeriihrt, durch grobes 
Sieb gegossen: der Siebriickstand wird mit frischer Mischung 
nachgewaschen und die tribe Fliissigkeit der Ruhe tiberlassen, 
Nach etwa 18 Stunden (iiber Nacht) haben sich alle unwirk- 
samen Partikel (also Aleuronkérner, Zellwandstiicke usw.) am 
Boden des Gefiibes fest zusammengeschlagen, so dai die dariiber- 
stehende triibe, das wirksame Protoplasma in Suspension hal- 
tende Fliissigkeit ohne irgend welche Vorsichtsmabregel abge- 
gossen werden kann. Der Bodensatz laBt sich durch zwel- bis 
dreimaliges Anschiiimmen mit neuen Mengen Petroliither-Chioro- 
formmischung von Protoplasma und OL praktiseh quantitativ 
belreien. Man hat nun aus der gewonnenen Aufschwemmung 
das LOsungsmittel nur abzudestillieren, um zu einem das ganze 
Protoplasma enthaltenden triiben Ricinusdél zu gelangen. Man 


gewinnt so: 


A. Siebriickstand (lufttrocken) . 0... 47 ¢ = 
B. Aleuronkérner usw. (lufttrocken) . . 132.» == 26.4% 
C. Fermentél (Protoplasma —- Ricinusél) . . 323 >» = 64,6 °%o 


B02 100.4% 
Dieses Fermentol enthiilt in Form einer feinen graucn 
Triibung etwa 3°/o Eiweibstoffe resp. feste Substanz. Mit obigen 
Samenfraktionen (A--C) wurden folgende Ansatze gemacht: 
Je 100 ¢ Cottonél wurden mit 50 ecm Wasser, enthaltend 
0,03 ¢ Ameisensiiure, und verschiedenen Mengen der obigen 5a- 
menfraktionen verriihrt und der Spaltung iiberlassen: 


') Die Verwendung von Alkohol, Aceton, Schwefelkohlenstoli is! 
ausgeschlossen, da diese Lésungsmittel das Ferment unwirksam machen. 


| 
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Angewandte Enthaltend feste Cottonélspaltung 


Samentraktion Menge | Masse nach 22 Stunden 
0 0 
A. Riickstand. . 2 2 10 
Aleuronkérner . 2 13 
(. Fermentél . . . 5 O15 


Wenn man dieses «Fermentél» mit einem Losungsmittel 
verdint und liingere Zeit abstehen oder zentrifugiert, so 
erhiilt man das Protoplasma nach Auswaschen des Oles als 
feines weibes Pulver. 

Versuch 9 (am 20. 6. 04.). 

Man kann auch das Ricinusol des Samens schon vor dem 
Abschliimmen. teilweise durch Auspressen des Oles oder durch 
Anreiben des Samens, z. B. mit Benzol, und Abnutschen der 
Benzoléll6sung entfernen und kann dann erst den Samen wie 
vorher mit einer Mischung von z. B. Tetrachlorkohlenstoff- 
Petrolither vom spezifischen Gewicht 1,8 schliimmen. Der Er- 
folg ist der gleiche; man gewinnt hierbei nur ein wesentlich 
fermentreicheres, weil Olarmeres, «FermentOl», wovon z. B. 2,5 g 
enthaltend 0,27°/o fester Bestandteile mit 100 g¢ Cottondl und 
entsprechender Menge Siéurewasser veérriihrt, eine Cottondl- 
spaltung von ca. 88°/o in 24 Stunden ergeben. 

Diese modifizierte Schliimmethode gibt also, wie ersicht- 
lich, sehr wohl die Méglichkeit einer glatten Trennung von 
lipolytisch wirksamen und unwirksamen Samenbestandteilen; 
technisch unrationell ist sie infolge der Anwendung von teuren 
Solventien. Grofe Verluste an Lésungsmittel sind bei diesem 
Verfahren infolge der Unmdoglichkeit, direkten Dampf zum Ab- 
treiben derselben zu verwenden, unvermeidlich. 

Bereits friiher!) ist festgestellt worden, das  frisch 
geprebte triibe Ricinus6él betriichtliche Mengen an aktiver Sub- 
stanz enthiilt, soviel mitunter, daB es sich nach Zusatz von 
Sdurewasser von selbst auf 85—90°/o spaltet. Gelegentlich 

‘) Vergl. Berichte d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVII, 5S. 1438 (1904), 
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einer neueren Untersuchung dariiber, ob etwa im gekeimten 
Ricinussamen gentigend «Samensiure» zur Einleitung sofortiger 
Oispaltung ohne kiinstlichen Siiurezusatz gebildet wiire, machte 
ich den Versuch, gekeimten Samen hydraulisch zu pressen, 
um das hierbei resultierende «Prebél> auf Knzymwirkung zu 
priiten. Dabei zeigte sich nun, dab gekeimter Samen durch 
Quellung stark Wasser aufgenommen hatte. Dieses Wasser 
machte sich nun bei dem hydraulischen Pressen der gekeimten 
Saumen diuberst unangenehm bemerkbar, indem die Prebtiicher 
dauernd platzten. Das Wasser emulsioniert sich mit dem Ri- 
cinusol und [ibt sich in Form von Emulsion nicht oder kaum 
auspressen. Nichtsdestoweniger wurden kleine Mengen dieser 
«PreBemulsion» gewonnen und zeigten starke fettspaltende Kigen- 
schaften. Die Vermutung lag nun hier sehr nahe, dab dies 
iiberraschende Resultat mit der Keimung an sich nichts zu tun 
hat. Lediglich die hiermit verbundene Wasseraufnahme trig 
zum Gelingen des Versuches bei. So wurde denn zuniichst 
festyestellt, dab einfach durch Einlegen in Wasser gequolleuer 
Ricinussamen ') sich beim Pressen voéllig analog dem gekeimten 
Samen verhielt. Es wurden wiederum nur ganz geringe Meagen 
einer iiuBberst aktiven «Prebemulsion» erhalten, welche ca. +", 
fester Bestandteile enthiell: und wovon 10°/o bei Séuregegen-. 
wart Cottondl in ca. 20 Stunden auf 69°/o spalteten. Der 
Prebriickstand dagegen zeigte stark verringerte Spaitkralt ge- 
geniiber dem angewandten Ricinussamen. Wurde der gequollene 
Ricinussamen wieder lufttrocken gemacht, dann erst hydrauliscl 
geprebl, so nahm die Aktivitét der «PreBbemulsion» wieder ab, 
diejenige des «Prebriickstandes» wieder zu. Die wichtige Rolle 
des Wassers war nunmehr damit festgestellt und der niachste 
Sehritt fiihrte zum Pressen von gemahlenen Ricinussamen, denen 
etwas Wasser beigemengt war. Die siimtlichen vielfach variicrten 
Prebversuche verliefen auch hier recht ungiinstig, da aus oben 
angegebenen Griinden die Prebtiicher jedesmal platzten; trotz- 
dem zeigte die Untersuchung kleiner Mengen gewonnener «Preli- 
emulsionen» die grobe lipolytische Wirksamkeit derselben: 


‘) Die Wasseraufnahme betragt bis zu 20°/o vom Samen. 


{ 
| 
| 
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Versuch 10 (am 5. 8. O4.). 

1 kg Ricinussamen, geschiilt, wird mit 200 g Wasser zu- 
sammen vermahlen, mit 350 g Ricinussamenschalen durch- 
geknetet, in feuchte Prebtiicher eingeschlagen und bei ca, 200 
Atmospharen hydraulisch gepreBt. Gewonnen werden: 280 
PreBemulsion und 1120 Prefbkuchen. 

Verschiedene Mengen dieser Samenfraktionen werden mit 
je 100 g Cottondl und je 50 ccm 0,6°/oiger ButtersdurelOsung 
verriirt und der Fettspaltung tiberlassen, 


Enthaltend Cottonélspaltung 


Menge | feste Masse | nach 18 Stunden 
| | 
Prefemulsion | 2,5 | 0,08 | 46 
5 | 0.16 | 77 
Prefkuchen. | 5 | | 49 


| | 
d. h. die «PreBemulsion» ist im Verhiltnis zu ihrem Gehalt 
an fester Masse sehr viel stiirker wirksam als der Prebriick- 
stand. Die Schwierigkeiten bei dem hydraulischen Pressep von 
Emulsionen machen auch hier die technische Nutzanwendung 
der Methode unmoglich. 

Nachdem ich aber einmal festgestellt hatte, dah sich die 
lipolytisch wirksame Substanz des Ricinussamens in Form von 
‘Emulsion» isolieren libt, dab also Wasser als soleches die 
Wirksamkeit des Enzyms in keiner Weise beeintrachtigt, war 
der Weg fiir die jetzt vorzunehmenden Untersuchungen vor- 
vezeichnet. Nach einigen wenigen orientierenden Versuchen be- 
zuglich der Auswahl geeigneter Apparate und Maschinen wurde 
ein Verfahren zur Fabrikation einer lipolytisch wirksamen «Emul- 
sion» herausgefunden, welches in dem folgenden Abschnitt niaher 
besprochen wird. Hierbe: wird die in dem Kapitel iiber Siiure- 
wirkung bereits ausftihrlich beschriebene Eigenschaft des Ricinus- 
samens, die zur Fettspaltung ihm notwendige «Samensiure » 
sich selbst zu erzeugen, benutzt, um die gebildete enzymhaltige 
Ricinus6l-Wasser-Emulsion durch saure Gaérung und die hier- 
init verbundene Kohlendioxydentwickelung in eine kompaktere, 
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wasserirmere Form zu bringen. Dabei behélt das neuent- 
standene Ferment noch soviel «Samensiure» zuriick, daf} es 
auch ohne kiinstlichen Siurezusatz seine fettspaltende Wirkung 
zu entfalten imstande ist. Wiéiihrend also bisher die gewisser- 
maben latente Energie des Ricinussamens durch kiinstlichen 
Zusatz von Siiture erst aktiviert wurde, wird nunmehr in dem 
neugebildeten Ferment ein mit bereits aktivierter Energie aus- 
gestattetes Enzym zur Fettspaltung benutzt. 


3. Herstellung des «Fermentes>. 

Der geschiilte oder auch ungeschilte Ricinussamen wird 
in einer Excelsiormiihle mit Wasser fein vermahlen. Die ge- 
bildete Samenmilch passiert eine Uberlaufzentrifuge von hoher 
Umdrehungszahl, in der alle lipolytisch unwirksamen Bestand- 
teile des Ricinussamens zuriickgehalten werden, wiéhrend das 
Knzym als zarte Emulsion («Fermentmilch») die Zentrifuge 
verlaibt. Diese «Fermentmilch> enthilt den grofiten Teil des 
Ricinusdles aus dem Samen emulsioniert mit den unldslichen 
Kiweifstoffen des Protoplasmas: darunter auch das fettspaltende 
Enzvm. Das Emulsionswasser hat alle wasserloslichen Bestand- 
teile, worunter auch das sadurebildende Enzym, aufgenommen. 
Diese zentrifugierte Fermentmilch wird nunmehr bei ca. 24° 
der Giirung tiberlassen. Hierbei sich die fermenthaltige 
Emulsion als dicke «Sahne», die ich im folgenden kurz «Fer- 
ment» nennen will, an der Obertliche des sauren Unterwassers 
ab und kann so leicht gewonnen werden. Das Ricinusodl ist 
hierbei selbst in Ricinusodlsiiure tibergegangen, so dafi das «Fer- 
ment» nunmehr der Hauptsache nach besteht aus etwa 38° o 
Ricinusdlsiiure, 4°/o Eiweibkérpern resp. fester Masse, 58° 
Wasser. 

4. Eigenschaften des Fermentes. 


Die Kigenschaften des fettspaltenden Fermentes im Ricinus- 
samen sind in unserer ersten Arbeit!) ausfiihrlich beschrieben 
worden. Demgegeniiber sind jedoch manche EFigenschaften des 
Fermentes in seiner neuen wasserhaltigen Form wesentlich ab- 


') Vergl. Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXV, 8. 3993 u. ff, 1902). 


| 


Uber fermentative Fettspaltung. 431 


ceiindert, so daf sie erneut der Besprechung unterzogen werden 
miussen. 

Einen Hauptunterschied gegeniiber dem Ricinussamen bildet 
das Verhalten des neuen Fermentes gegen Siiurezusatz. Das- 
selbe ist gegen einen SiiuretiberschuB noch empfindlicher als 
der Ricinussamen selbst. Durch kiinstlichen Siiurezusatz in 
einer fiir Ricinussamen entsprechenden Menge wird die fett- 
spaltende Wirkung des Fermentes stark herabgesetzt und zwar 
bei den einzelnen Olsorten verschieden. Es. diirfte dies mit 
dem Gehalt vieler Ole an wasserlislichen, niederen Fettsiiuren 
zusammenhangen. Diese werden durch die Spaltung ihrer zu- 
gehorigen Glyceride in Freiheit gesetzt und wirken ihrerseits 
ungiinstig auf das Ferment ein. 


Versuch 11 (am 3. 11. 04.). 


1,25 kg geschilten Ricinussamens werden mit Wasser ge- 
mahlen, zentrifugiert, und ergaben: 1,93 kg Zentrifugenriick- 
stand und 13.9 kg zentrifugierte Fermentmilch. 

Aus dieser entstehen durch Garung 1.6 kg gesiiuertes 
Ferment. 

Mit aliquoten Teilen obiger Samenfraktionen, entsprechend 
5 Samen, werden nun je 100 g Ol und 30 ccm Buttersiiure- 
losung (L°/oig) zusammengertihrt und der Fettspaltung iiber- 
lassen: 


Mit 54 g ungeséuerter = Mit 6.4 g gesiiuerten 
Fermentmilch Fermentes 
Cottonédl S84 | 76 
Leindl 77 | 
Palmkernél bd | 17 


Spaltung in ca. 20 Stunden. 

Durch wiederholtes Waschen des gesiiuerten Fermentes 
mit Wasser wird ihm die festgehaltene wasserlisliche «Samen- 
siure» entzogen, so dafi schlieblich ein Siuremangel eintreten 
kann. 
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Versuch 12 (am 18. 4. 05.). 


Ca. 1/2 kg geséuerten Fermentes wird mit je !/2 kg Wasser 
mittels Luftdurchblasen durchgeriihrt ; nach Jangerem Abstehen 
wird das unter dem Ferment sich wieder abscheidende Wasser 
abgezogen, filtriert und titriert: 

100 cem des 1. Waschwassers verbrauchen 0,56 cem ™/1-KOH 


100 » 05 > 
100 » » 3B. 03 > 
100 » » 


Mit diesem vierfach gewaschenen Ferment werden fol- 
gende Versuche angesetzt: je 100 g Palmkernol werden mit 
je & g Ferment und 40 ccm Wasser, enthaltend verschiedene 
Mengen Ameisensiiure, durchgeriihrt und der Spaltung tiberlassen : 


1°/oige Ameisensiiure “ng 
1 Tag | 2 Tagen 

com | 

47 | bb 

52 61 

1.0 64 

1.5 D6 | 63 


Kin zu intensives Auswaschen des Fermentes mit Wasser 
schiidigt, das Ferment, indem sein Gehalt an «Samensiiure» 
unter den zu voller Spaltungswirkung bendtigten Séuregehalt 
heruntergeht. Gleichzeitig mit der Abnahme der Aciditit des 
Fermentes beim Auswaschen geht Hand in Hand die Abnahme 
der sonstigen wasserléslichen Substanzen des Ricinussamens. 
Diese werden ja zum grdBten Teil bereits durch sorgfaltige 
Trennung des gegorenen, abgesetzten Fermentes von dem darunter 
befindlichen Siiurewasser entfernt. Diese Entfernung des Unter- 
wassers ist von grofter Wichtigkeit fiir die Qualitaét des Fer- 
mentes. Bei der Fettspaltung mit Ferment gehen namlich nach 
erfolgter Trennung des fertig gespaltenen Ansatzes alle wasser- 
Bestandteile des Fermentes in das Glycerinwasser 
iiber. Es leuchtet nun ohne weiteres ein, dab, je reiner das 
Ferment ist, desto reiner auch das bei der fermentativen Fett- 
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spaltung gewonnene Glycerinwasser ist. Dem Auswaschen des 
Fermentes ist jedoch durch das verschiedene Verhalten einzelner 
Ricinussamenarten eine Grenze gesetzt. In manchen Fiillen ist 
das Auswaschen des Fermentes sehr wohl durehfiihrbar. Meistens 
jedoch hat man hierbei grobe Verluste an aktiver Substanz, die 
mit in das Waschwasser iibergeht und alsdann fiir Ferment- 
gewinnung so gut wie verloren ist. Es empfiehlt sich danach 
bei der Fermentherstellung grofbem Mafstabe von vorn- 
herein, bei dem Mahlen des Ricinussamens mit Wasser nicht 
zu sehr zu sparen, da hierdureh die im Ferment verbleibende 
Menge zu wasserloslichen Substanzen verdiinnt resp. verringert 
wird, und das Auswaschen des Fermentes ganz zu vermeiden. 

Kine sehr bemerkenswerte Eigenschaft des Fermentes ist 
ferner seine Empfindlichkeit gegen gewisse Salzzusiitze, tiber 
die noch an anderer Stelle in aller Ausfiihrlichkeit berichtet 
werden soll.') Aus dem grofben hier vorliegenden Material sei 
nur ein Beispiel herausgegriffen und beschrieben : 

Versuch 13 (am 27. 3. 05.). 

Je 00 ¢ Palmkernél wurden mit 7 g Ferment und 40 g 
Wasser, enthaltend verschiedene Mengen Manganoxydulsulfat, 
verrihrt und der Spaltung tiberlassen: 


Menge Mangansulfat nach 
; 1 Tag | 2 Tagen 

in “Jo vom | 
67 7) 

0,05 69 Py 

0.1 4 
0,15 78 

78 86 

0.3 78 

78 86 

OD 


') Die Einwirkung der verschiedenen Salze auf die Aktivitit des 
Fermentes ist von den Herren F. Wiedermann und EF. Wurl in unserem 


Laboratorium untersucht worden. 
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Die Menge von 0,15 bis 0,2 g Mangansulfat durch 100 » 
Ol erhdht, aktiviert demnach sehr wesentlich die Wirksamkeit 
des Enzyms. Unter den zahlreichen untersuchten, teils beschleu- 
nigend, teils verlangsamend wirkenden Substanzen ist Mangan- 
sulfat als entsprechendstes Mittel ausgewiihlt worden und wird 
wohl allgemein in der Technik bei Spaltungen mittels Ricinus- 
ferment angewandt. 

Als letzten Punkt mochte ich nun noch die Frage der 
Haltbarkeit des neuen Fermentes besprechen. Als wasser- und 
eiweibhaltige Substanz ist das Ferment nicht unbegrenzt halt- 
bar. Trotz aller Bemiihungen zu einem absolut haltbaren Pro- 
dukt zu gelangen, ist uns die L6sung dieses Problems bisher 
nicht gelungen. Immerhin ist das Ferment besonders in kihlerer 
Jahreszeit recht lange unveriindert haltbar, vorausgesetzat, dal 
bei seiner Herstellung mit modglichster Sorgfalt’ gearbeitet wor- 
den ist. Ein hiiufiges Siiubern, Ausdaimpfen (also Sterilisieren) 
der fiir die Fermentfabrikation benutzteu Gefabe, Maschinen, 
Leitungen usw. ist zur Vermeidung von Eiweibfaulnis und Zer- 


setzung durchaus notwendig. 


Versuch 14. 


Ca. 200 g¢ Ferment wurden in einer Glasstopselflasche 
aufbewahrt. Von Zeit zu Zeit wurden damit wie folgt Ansitze 


gemacht: 
Je 100 g Leindl wurden mit 4 g Ferment und 40 ccm 


einer 0,5°/oigen Mangansulfatldsung zusammengeriihrt und der 
Spaltung tiberlassen: 


Alter des Fermentes | Leinélspaltung nach je 20 Stunden 
5 Tage | 79 %/o 
13» | 74% 
26» | 72 
56 | 
107,» HD 


| 
15 Monate | 4-4 Jo 


| 
a 
— 
| 
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Im Zusammenhang mit der Haltbarkeitsfrage wurde auch 
die Frage der Entolung und Entwiisserung des Fermentes be- 
arbeitet. Es gelang, auch Ol- und wasserarme Fermente z. B. 
mittels kalter benzinextraktion herzustellen: auch bis zu trockenem 
Fermenipulver konnte man gelangen, jedoch niemals ohne grobe 
Verluste an aktiver Substanz und Spaltenergie. 

Ein Olarmes wasserhaltiges Ferment ist dem Verderben 
ebensosehr ausgesetzt als das normale. Auch verschiedene Zu- 
siitze von Salzen oder von Desinfektionsmitteln konnten die 
Abnahme der Aktiviliit nicht aufhalten. Die Frage der Ent- 
dlung des Fermentes hat daher weit geringeres Interesse als 
diejenige der Entwiisserung. Auch hier haben zahlreiche an- 
gestellte Versuche bisher kein praktisches Ergebnis gezeitigt. 
Auch ein Ferment, das aus frisch zentrifugierter Fermentmilch 
unter Umgehung der Girung durch Separation der Milch auf 
einem Milchseparator hergestellt wurde, besal zwar einen her- 
vorragenden HKeinheitsgrad; trotzdem wurde auch hier nach 
und nach eine Abnahme der Spaltenergie konstatiert. 


- 


Uber die Oxydation des Cholesterins. 
(Oxycholesterine — Chollansiure.) 
Von 


J. Lifschiitz-Bremen. 


‘Der Redaktion zugegangen am 25. Dezember 1906.) 


Jm Jahre 1898 berichtete ich in Gemeinschaft mit L. Darm- 
stiidter!) iiber die Veriéinderung des Cholesterins beim Kochen 
mit alkoholischem Kali und wies darauf hin, dab hier ein 
Sauerstoffderivat — etwa ein Cholesterinhydrat — entstanden 
sein mubte. Kurze Zeit darauf konnte ich mich wiederholt 
iiberzeugen, daf hier tatsachlich ein Oxydationsprodukt des 
Cholesterins vorliegt, das ich besten durch direkte Oxy- 
dation des reinen Cholesterins mit Eisenchlorid, Chromsiiure 
und dergl. erhalten konnte. 

Das dabei entstandene Oxydationsprodukt charakterisiert 
sich sehr gut durch eine von mir seinerzeit aufgefundene Farben- 
reaktion mit charakteristischem Absorptionsspektrum,?) welche 
es in Eisessiglésung in der Kiilte auf Zusatz von einigen Tropfen 
konzentrierter Schwefelséure gibt.§) Reines Cholesterin bleibt 
dabei véllig farblos. Das Absorptionsspektrum dieser Reaktion 
besteht im wesentlichen aus einem scharfen tiefdunklen Streifen 
zwischen den Fraunhofersehen Linien C und d im Rot und 
einem breiteren Band auf D (im Gelb). Die gegenseitig wech- 
selnden Intensitiiten dieser beiden Absorptionsspektren in den 
verschiedenen Phasen des Oxydationsprozesses deuteten auf die 
Kntstehung verschiedener Oxydationsstufen des Cholesterins hin. 
Dies bestiitigte sich vollstiindig an der Hand der genannten 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXI, S. 1126 ff. 
*) Siehe Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXI, S. 1123. 
Deutsche mediz. Wochenschr., 1897, Nr. 27. 
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Essigschwefelsdurereaktion und des Spektroskops durch Unter- 
suchung der wiihrend des Oxydationsprozesses, zu verschiedenen 
Zeiten, gezogenen Proben. 

Beim Einwirken von verdiinnter PermanganatlOsung (in 
sarker Essigsiiure) auf eine etwa 4°/oige Cholesterinlésung in 
Kisessig bei Wasserbadtemperatur konnten im wesentlichen drei 
Phasen des Oxydationsprozesses leicht unterschieden werden. 
Die erste Phase lieferte ein Produkt, das in Eisessiglésung 
auf Zusatz von konzentrierter H,SO, eine schone kirsch- bis 
violettrote Firbung gab. Absorptionsspektrum: ein_ breites, 
tiefschwarzes Band, welches das ganze Gelb und einen Teil 
des Griin ausléscht, wiihrend im Rot eine nur sehr schwache, 
feine Linie auftritt. Die Lésung wird beim Stehen prachtvoll 
kornblumblau violetter Durchsicht im Lampenlicht. Die 
Linie im Rot des Spektrums hat sich dann zum obenerwihnten 
Streifen entwickelt, wihrend das Band im Gelb wesentlich ab- 
genommen hat. beim weiteren Stehen wird die Lésung rein 
liefgriin und das Spektrum zeigt dann nur noch den Streifen 
in Rot. Diese Farbenwandlung geschieht anscheinend von der 
Oberflache der Losung aus — also durch weitere Oxydation 
des Produkts — und kann auch dureh Schiitteln mit Luft be- 
schleunigt werden. 

Das Produkt der zweiten Phase des Oxydations- 
prozesses gibt mit Essigschwefelséure sofort cine rein griine 
hosung, deren Absorptionsspektrum nur den Streifen im Rot 
aulwelst. 

Beide Reaktionsprodukte sind gelbe neutrale, amorphe, 
harzartige, beim Reiben stark elektrisch werdende Korper, die 
— infolge ihrer harzigen Natur keine scharfen Schmelz- 
punkte besitzen und in allen Losungsmitteln (auber 
Wasser) leicht l5slich sind. Sie geben beide auch die bekannte 
Liebermannsche Cholesiolreaktion. Bei ihrer weiteren Oxy- 
dation entsteht —- in dritter Phase des Oxydations- 
prozesses — mit guter Ausbeute ein K6rper, der weder die 
noch die Cholestolreaktion gibt und sich 
als ausgesprochene Dicarbonséure dokumentiert, deren Kalk- 
salze Zahlen gaben, welche mit der Formel C,,H,,0,: Ca gut 


= 
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iibereinstimmen. Neben der Siure entsteht auch ihr Anhydrid, 
das mit alkoholischem Kali leicht in die Séiure tibergeht. 

Diese Dicarbonsaéure, C,,H,y,O,, fiir welche ich (mit 
Riicksicht) auf ihre Muttersubstanz und thr Vorkommen_ im 
Wollschweih) den Namen Chollansiiure vorschlage, ist den 
Kigenschaften und der Léslichkeit nach den Neutralkérpern der 
ersten zwei Oxydationsstufen sehr iihnlich, l6st sich aber leicht 
in wiisserigen Alkalien und fallt beim starken Ansduern dieser 
Losungen als weibe, kiisige Flocken wieder aus. Sehr be- 
merkenswert ist ihr Verhalten zu Wasser. Obschon sie darin 
unl6slich ist, vermengt sie sich mit Wasser zu einer feinen 
Milch, die leicht durch die feinsten Filter durchgeht, ohne 
Spuren von fester Substanz auf dem Filter zuriickzulassen. Die 
Emulsion scheidet auch beim langen Stehen keine Substanz ab 
und trennt sich erst nach starkem Anséuern mit Salzsiiure. Die 
Siiure laBt sich daher nur mit salzsaurem Wasser auf dem 
Filter auswaschen, da reines Wasser sie als weibe Mileh bis 
auf die letzte Spur durch das Filter treibt. 

Die von verschiedenen Darstellungen — teils direkt aus 
dem Cholesterin und teils aus den genannten Neutralkérpern —- 
herrihrenden Priiparate der Chollansiure lieferten in ihren 
bei 105° C. konstant getrockneten Kalksalzen folgende Werte: 


Analysen: 2. 3. 4. 
Gefunden: Ca = 835°%o 836°. 9,08%o 8,81°%/o 
Durchschnitt: » 8,71 °/o 


Berechnet fiir C,,H,,0,Ca: 8,81°%/o Ca. 


Demnach mub die der Chollansiure unmittelbar vora- 
gehende neutrale Oxydationsstufe des Cholesterins (zweite Phase | 
als ein Oxycholesterin von der Zusammensetzung C,,H,,0,. 
also als zweiatomiger Alkohol, angesehen werden. Der diesem 
wiederum vorangehenden, in der ersten Oxydationsphase aus 
dem Cholesterin entstehenden, mit Essigschwefelsiiure zundachst 
rot-violett reagierenden Verbindung diirfte daher, da ich an 
ihr aldehydische kigenschaften bislang nicht wahrgenommen 
habe, sehr wahrscheinlich die Formel (C,,H,,0),0, also die 
eines Oxycholesterinathers zukommen. 

Dab letztere Verbindung tatsichlich eine Zwischenstule 


| 
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zwischen dem Cholesterin (C,,H,,0) und dem Oxycholesterin 
(CygH,,O,) ist, bestatigt sich klarsten dadureh, man 
letzteres durch etwa ' 2—l1sttindiges Kochen mit Zinkstaub und 
Fisessig, also durch Reduktion, leicht in die Verbindung der 
vorhergehenden Oxydationsstufe tiberfiihren und sich durch die 
entsprechende rot-violette Reaktion leicht davon tiberzeugen kann. 

Bemerkt sei noch, daB alle obengenannten Oxy- 
dationsprodukte des Cholesterins von mir auch im 
natiirlichen Wollschweifh mit Sicherheit nachgewiesen 
worden sind. 

Ich behalte mir vor, auf den hier vorliiufig nur in allge- 
meinen Ziigen mitgeteilten Gegenstand demniichst in einer aus- 
fiihrlichen grOBeren Arbeit tiber die Oxydations- und Reduktions- 
produkte und Derivate des Cholesterins und des lsocholesterins 
auf der Wollfaser im Naturzustande sowie im isolierten Wollfette 
zuriickzukommen. 

Obige Beobachtungen waren von mir bereits seit Jahren 
fixiert und in Notizen festgehalten, als mir im Juni 1906 
eine Notiz aus dieser Zeitschrift von 1904, Bd. XLII, S. 316, 
von Sehulze und Winterstein-Ziirich vor Augen kam, wo 
diese Forscher die Beobachtung mitteilten, dab das Cholesterin 
nach langem Lagern am Lichte an der Luft in seinem Schmelz- 
punkte und seiner Losliehkeit vOllig verandert wird. Es war 
mir sofort klar, dab es sich hier um eine langsame Oxydation 
im obigen Sinne handelt. Ich teilte dies Herrn Prof. EK. Schulze 
am 14. Juni 1906 mit, unter Beiftigung einer kleinen Probe 
der obigen Oxycholesterine mit der Bitte, letztere mit seinen be- 
lichteten Priiparaten vermittelst der Essigschwefelsiiurereaktion 
zu vergleichen. Mit seinem freundlichen Antwortschreiben vom 
30. Juni 1906, worin Herr Prof. Schulze meine Auffassung 
teilte, sandte er mir zwei wertvolle Prébehen seines jahre- 
lang belichteten Cholesterins, die die oben geschilderten Re- 
aktionen in priignantester Weise zeigen, so dali an der Natur 
dieser Erscheinung gar kein Zweifel bestehen kann. 


J. Lifschiitz-Bremen, im November 1906. 


Das Vorkommen von Erepsin im Pankreas. 
Von 
H. M. Vernon (Oxford). 


(Der Redaktion zugegangen am 29. November 1906.) 


Von der Tatsache ausgehend, daf\ die fibrinlésende Kraft und das 
peptonzerstOrende Vermégen pankreatischer Ausziige voneinander unter 
gewissen Bedingungen. betriichtlich abweichen, bin ich zu der Uber- 
zeugung gekommen, daly solche Ausziige zwei voneinander verschiedene 
Fermente enthalten, nimlich das Trypsin und das Erepsin.') Nach emer 
miihsamen Untersuchung dieser Fragestellung, hat Herr Dr. Karl Mays*) 
meine Befunde insoweit bestitigt, dah er glaubt trvptische und ereptischie 
Kigenschaften des Pankreas unterscheiden zu miissen, doch greift er 
meine Untersuchungen und Argumentation an. Dieses kann ich nur 
erkliren, dafv er meine Arbeit nicht versianden oder falsch 
ist B. von mr angegeben worden, aus 


dadurch 
aufgenommen hat. 
drei besonderen Versuchen sich der Schluf ziehen lait, im Durch - 
schnitt ungefihr die Halfte der peptonzersetzenden Kraft eines gewissen 
pankreatischen Auszuges durch Trypsin, wihrend die andere Hilfte durch 
Erepsin bedingt sei; aber Herr Dr. Mays versucht nachzuweisen, dah 
einige memer Zahlenangaben verschiedener Versuche mit meiner Hypo- 
these nicht in Kinklang stehen, und sagt, dafi entweder meine beobachi- 
tungen oder meine Schliisse irrig sein miiften. Er ignoriert die Tat- 
sache, ich selber sorgfiltig darauf hingewiesen habe, daf\ «es un- 
moglich ist, mit Sicherheit zu bestimmen, zu welchem Grade die pepton- 
zersetzende Kraft eines Auszuges vom Trypsin oder vom Erepsin  ab- 
liingt> (S. 344). Auch teilt er nicht mit, da ich zuerst ausdriicklich 
darauf hingewiesen habe, dafs die Methode der Peptonhydrolyse es nur 
zuliifMt, «den Gehalt des peptonzersetzenden Fermentes ganz ungelihir 
roughly)» zu bestimmen, und dafi in bezug auf das peptonzersetzende 
Ferment von cinem wirklich genauen Vergleiche des Fermentgehaltes 
verschiedener pankreatischer Auszige kaum die Rede sein kann (5, 340. 

In einem anderen Versuche zeigte ich, dafi der Auszug eines 
Katzenpankreas eine mifige peptonzersetzende Wirkung hatte, wahrend 


') H. M. Vernon, Journal of Physiol, Bd. XXX, 5. 330 (1903). 
*, Karl Mays, Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, S. 124 (1906). 


| 
| 
| 


Das Vorkommen von Erepsin im Pankreas. 441 


die fibrinlésende Kraft beinahe ganz und gar abwesend war. Um das 
Trypsinogen, welche es enthielt, in Trypsin umzuandern, setzte ich 2°/o 
eines Diinndarmauszuges, welcher Entorokinase enthielt, hinzu und, worauf 
ich besonders hinwies, gleichfalls Erepsin. Trotzdem gewinnt man von 
der Arbeit des Herrn Dr. Mays den Eindruck, als ob ich den Darm- 
auszug hinzugesetzt hiitte, ehe ich den Pankreasauszug auf seinen eigenen 
Krepsingehalt hin untersucht hiitte! 

In noch einem anderen Versuche zeigte ich, dafs durch Alkohol- 
zusatz zu einem pankreatischen Auszuge viel mehr Erepsin als Trypsin 
niedergeschlagen wurde. Herr Dr. Mays sagt, dafs er nicht verstehen 
kann, wie ich die Fermente in Gegenwart von Alkohol quantitativ be- 
stimmen kann, obgleich jedermann dieses sofort verstehen wiirde, wenn 
er mit meinen Methoden vertraut wire (nimlich 1 ccm, oder weniger, 
des Auszuges oder Filtrates werden 9 ccm Na,CO, + gequollenem Fibrin 
zugesetzt, oder im Falle des peptonzersetzenden Fermentes werden 
0.3 cem, oder weniger, des Filtrates und 9,7 ccm eines 2,5°,o igen Witte- 
peptons -+- Na,CO, zusammengebracht). Die herabdriickende Wirkung des 
Alkohols ist auf S. 352 meiner Originalabhandlung besprochen worden. 


- 


Uber die Thymusnucleinsauren. 
Von 


Ivar Bang. 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Dezember 106.) 


In mehreren Abhandlungen ') hat Steudel Untersuchungen  iiber 
die stickstoffhaltigen Komponente der Thymusnucleinsiure ver6ffentlicht, 
Hierbei ist er zu der Folgerung gekommen, dafs diese Nucleinsiiure 
Guanin, Adenin, Thymin und Cytosin im molekularen Verhaltnis enthilt. 
Dagegen hat Steudel tibersehen, dafs ich *) die Nucleinsiiuren der Thymus 
untersucht habe und gefunden, daf’ das Histonnucleinat «Nucleohiston: 
zwei Nucleinsiiuren enthill, wovon die eine nur Adenin-Cytosin und 
die andere Adenin, Guanin und Thymin enthiilt. Die Ergebnisse Steude|s 
sprechen auch nicht gegen diese Auffassung. Vielmehr darf man sagen, 


dali Steudels Werte mehr fiir meine als fiir die von ihm selbst for- 


mulierte Auffassang sprechen., *) 

Ubrigens darf ich in dieser Verbindung auf einen fundamentalen 
Fehler aufmerksam machen, welchen sowohl Steudel als Levene und 
Der richtige Weg zur Erforschung 


andere Forscher begangen haben. 
man erst das betreffende 


der Nucleinsiuren muffs darin bestehen, 
Nucleoproteid rein darstellt und hieraus eine unbekannte Nucleinsiiure 
isoliert und nicht darin, daf§ man die Organe in toto darauf verarbeitet. 
Im letzten Falle hat man gar keine Garantie, daf§ man eine bestimmte 
Nucleinsiiure: und nicht Mischungen von mehreren bekommt. Es ist 
relativ einfach, die Proteide rein darzustellen, dagegen sind mehreve 
Nucleinséuren einander betreffs Losung und Fallung iiuferst ahnlich. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLII, XLUL, XLVI, XLVIIE und XLIX. 

*) Hofmeisters Beitriige, Bd. IV, S. 337 ff. Siehe auch Hammarsten, 
Lehrbuch d. physiol. Chemie, 6. Aufl., 1906, S. 152. 

*) Besonders trifft dies fiir die Purinbasen zu. 
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Uber die Lichtabsorption des Blutfarbstoffes. 
Erwiderung an R. v. Zeynek. 


Von 
Hans Aron und Franz Miller. 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Dezember 1906.) 


Im Anschlufi an spektrophotometrische Messungen seines Schiilers 
Fk. Bardachzi (Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, 5. 469) dufert v. Zeynek 
die Ansicht, dafS in unserer kiirzlich erschienenen Arbeit (Arch. f. [Anat. u.] 
Physiol., 1906, Suppl. 109-132) ein Fehler in den Bestimmungen unter- 
velaufen sein miisse, da wir fiir den Quotienten der Extinktionskoeffizienten 


- - erheblich medrigere Werte als Hiifner, v. Zeynek und thre Schiiler 


auch Bardachzi) gefunden haben. Als Beleg zitiert er unsere Mittel- 
werte, die fiir verschiedene Tiere zwischen 1,417 und 1,491 liegen. Es 
liehe sich schwer em Verdacht aussprechen, welcher Fehler begangen 
sei, «am ehesten kinnte etwa ein Fehler in der Eichung die auffallende 
Differenz der Resultate erkliren>. 

Ein Fehler in der Eichung unseres Spektrophotometers 
kann nicht vorliegen. 

Denn a) ergab eine erneute Priifung der Spektrallinien D und b 
am 14, XI1.06 genau die gleiche Lage auf der Skala des Apparates wie 
bei den allen unseren friiheren Bestimmungen als Grundlage dienenden 
Kichungen vom 6. und 26. X. 1900; 

b) wurden bei vergleichenden Bestimmungen der Lichtabsorption 
von Chromalaunlésungen im Bezirk der D-Linie, die teils in Tiibingen 
von Prof. Hiifner und in Berlin von M., teils in Berlin von dem Erbauer 
des Apparates (Albrecht) und von M. vorgenommen sind, véllig iiber- 
einstimmende Werte erhalten (s. Tab. I, 1. c.); 

c) haben ja auch wir bei einer Zahl von frischen Blutproben den 
(Juotienten 1,55 und dariiber gefunden. 

Alles dies wire unmdéglich, wenn ein Eichungsfehler vorlage. 

Die Differenzen zwischen Hiifner und v. Zeynek auf der einen, uns 
auf der anderen Seite liegen ja aber auch garnicht in den Messungen, 
sondern in der Beurteilung und Deutung der Resultate. Es handelt 
sich um die Frage, ob man berechtigt ist, aus einer gréfieren Zahl von 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, L. 30 
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Kinzelresultaten an frischem Blut die unter eine bestimmte Grenze 
heruntergehenden Werte unter der Annahme der Zersetzung des Blut- 
farbstoffes ohne weileres wegzulassen, noch dazu, wenn man tber dieser 
Grenze hegende zuliftt. 

In der Diskussion iiber den Vortrag des einen von uns auf dem 
Stultgarter Naturforscherlag wurde der Verdacht geéufert, das Blut 
be: unseren Messungen nicht frisch zur Untersuchung gelangt sei. Wir 
haben des Ofteren gepriift, wie schnell ein mit Sodalésung verdiinntes 


Blut seinen Quotienten iindert, und haben uns davon tiberzeugt, dal 


Aufbewahrung in der Kiilte selbst bis zu mehreren Stunden ohne Belang 
ist. Da bet unseren Versuchen das dem Gefiife entstr6mende Blut ent- 
weder direkt oder nach kurzer Aufbewahrung in der Kalte verdiinnt und 
untersucht wurde ('e bis héchstens 2 Stunden nach der Entnahme), so 
kann der Einwand eingetretener Zersetzung nicht erhoben werden. 
Wir waren daher nicht berechtigt, eine dieser Messungen zu verwerfen. 

Die in Kiirze erscheinenden Untersuchungen des einen von uns, 
welche in Stuttgart vorgetragen wurden, sprechen dafiir, dal die grohe 
Zahl von niedrigen Quotienten in frischen Blutproben auf einen Gehal| 
an Methiimoglobin zuriickzufiihren ist. Derartige Proben hat Hiifner 
unter dem Verdacht der Zersetzung immer verworfen. Deshalb sind wir iiber- 


/ 


zeugt, dafs dhnliche Variationen wie bei uns in den Werten fiir ; zutage 


treten werden, wenn die iiber Jahrzehnte sich erstreckenden Messungen 
der Hiifnerschen Schule ohne diese Auslese zusammengeslellt wiirden. 

Und daraus wiirde folgen, was wir mit Bohr verteidigen, dal der 
genuine Blutfarbstoff des arterialisierten Blutes kein einheitlicher Korper 


ist. Daher kann er auch nicht stets gleiche optische Konstanten haben. 
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Zur Abwehr. 


Von 
Fr. Kutscher. 


(Der Redaktion zugegangen am 30, Dezember 1906.) 


Von AmiradZibi und Gulewitsch ist aus Liebigs Fleisch- 
extrakt eine Base C,H,,N,O, dargestellt worden, die sie Carnosin nannten, 
und deren Verhalten gegen Silbernitrat, festes Alkali und Ammoniak sie 
wie folgt schildern.') Ich lasse die Angabe der beiden Forscher hier 
woOrthch folgen : 

«Wie fiir die Bildung von Argininsilber, so ist auch fiir die des 
CarnosinsitIbers die Mitwirkung von einem fixen Alkalt notwendig: setzt 
inan zu einer LOsung von Carnosin- und Silbernitrat Barytwasser oder 
Kali- resp, Natronlauge, so bekommt man einen voluminésen weihen 
Niederschlag von Carnosinsilber, dessen Bildung ausbleibt, wenn Am- 
momak selbst fuferst vorsichtig zugesetzt wird. Das Carnosin verhiilt 
sich somit in dieser Hinsicht dem Arginin analog und von dem Histidin 
verschieden. » 

Diese Erklirung ist ganz eimdeutig. 

Mir?) gelang es dann nach anderer Methode neben einer Anzahl 
anderer Basen, auch eine aus dem Fleischextrakt zu isolieren, der eben- 
falls die empiriseche Formel CyH,,N,O, zukam. Dieselbe verhielt) sich 
aber gegen Silberuitrat, fixe Alkalien und Ammoniak analog dem Histidin 
und vom Arginin verschieden. Nun wird es niemandem einfallen, ein 
Histidin, das sich gegen Silbernitrat, fixe Alkalien und Ammoniak wie 
Arginin, oder ein Arginin, das sich gegen die genannten Reagenzien 
wie Histidin verhiilt, fiir ein dem typischen Histidin resp. Arginin iden- 
tischen Kérper anzusehen. Man wiirde derartige Kérper nur als lsomere 
ansprechen diirfen. Das gleiche gilt natiirlich fiir das Ignotin und Carnosin, 

Ich habe das Ignotin nochmals in seinem Verhalten gegen Silber- 
nitrat, fixe Alkalien und Ammoniak geprobt und dabei an den in meinen 
Hiinden befindlichen Priiparaten feststellen kénnen, daf\ sich das Ignotin 
den genannten Reagenzien gegeniiber nicht im geringsten geiindert hat. 
Ks verhalt sich auch zur Zeit gegen dieselben genau so, wie ich es frither 
angegeben habe, d. h. analog dem Histidin und nicht dem Arginin. 

Nun soll nach Untersuchungen von Gulewitseh, die sich in dem 
eben erschienenen Heft dieser Zeitschrift finden, das Ignotin und Carnosin 
identisch sein. Wenn dieses der Fall ist, dann mufs plétzlich das Carnosin 
sein Verhalten gegen Silbernitrat, fixe Alkalien und Ammoniak gedndert 
haben und mufs in dieser Hinsicht dem Histidin analog und versehieden 
vom Arginin geworden sein. 

') Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 569. 

Zeilschrift Nahrungs- u. Genufimittel, Bd. X, 8. 528; Bd. XI, 
S. 582, und Zentralbl. f. Physiologie, Bd. XIX, Heft 15. 


we 


Fr. Kutscher, 


Gulewitsch sagt nun in seiner Arbeit, in der er das Ignotin 
und Carnosin zu identifizieren versucht, mancherlei. Die klare und un- 
umwundene Erkléirung aber, seine oben zitierten Angaben iiber das 
Verhalten des Carnosins gegen Silbernitrat, fixe Alkalien und Ammoniak 
volikommen unrichtig und irrefiihrend gewesen sind, gibt er nicht. So 
lange er aber eine derartige Erklérung nicht geben kann oder will, so 
lange faillt das Ignotin nicht, dessen mag er versichert sein. 

‘s ertibrigt sich deshalb auch vorliutig fiir mich, auf seine Aus- 
fiihrungen, die die Identitét des Carnosins und Ignotins’ betreffen und 
die, so weit sie sich auf das Ignotin beziehen, zum Teil ungenau und 
unrichtig sind, naher einzugehen. 

Des weiteren erhebt Gulewitsch Bedenken gegen die Verwen- 
dung von Tannin zur Reinigung des Fleischextraktes, da durch dasselbe 
Kreatinin, Carnosin und Methylguanidin niedergeschlagen werden kénnen.', 
Auch mir ist das Tannin als Fiillungsmittel organischer Basen bekannt. 
Ich verwende es sogar, um mir einige Fleischbasen, die bisher nicht zu- 
gainglich waren, zu verschaffen. Man muf allerdings, um an die durch 
Tannin fillbaren Basen heranzukommen, noch eine bestimmte Vorreinigung 
des Extraktes vorausgehen lassen. Trotz dieser Eigenschaften ist das Tannin 
von Steudel und mir mit Recht zur Reinigung des Fleischextraktes emp- 
fohlen worden und die Einwendungen, die Gulewitsch gegen unsere 
Reinigungsmethode erhebt, treffen das Prinzip, das uns zu ihrer Aus- 
arbeitung veranlafte, nicht. Um zu begriinden, warum wir unserer Reini- 
gungsmethode ihre derzeitige Form gegeben haben, mufs ich etwas weiter 
ausholen, 

Seit dem Jahre 1898, wo ich mich mit dem Antipepton Kiihnes 
beschiiftigte, befasse ich mich auch mit dem Liebigschen Fleischextrakt. 
denn dieses sollte ja die <Fleischsiure» Siegfrieds liefern, ein Anti- 
pepton, dessen Salze krystallisierten. Ich habe allerdings die «Phosphor- 
tleischsiiure» und ihr Derivat, die «Fleischsiiure», nicht finden kénnen. 
Diese Untersuchungen veranlaflten mich aber doch, die Methoden, dic 
ich zur Aufleilung des Antipeptons mit gutem Erfolge gebrauchte, auch 
auf Liebigs Fleischextrakt anzuwenden. Der Erfolg war hier weniger 
zufriedenstellend, weil dieses Extrakt noch weit komplizierter zusammen- 
gesetzt war, als das Antipepton nach Kiithne. Auch wenn man dic 
biuretgebende Substanz durch Ammonsulfat oder Bleiessig aus ihm ent- 
fernte, wies der Rest recht unangenehme Eigenschaften auf. Dieselben 
lielen sofort weg, als Steudel und ich unsere Tanninmethode auf das 


Fleischextrakt anwandten. Die Uberlegungen, die uns gerade zum Tannin 


Ich méchte hier gelegentlich bemerken, daB das Kreatinin aucl 
durch Kaliumwismutjodid in kleinen, granatroten Platten niedergeschlage!) 
wird. Die Verbindung ist meines Wissens zuerst von Herrn Lohman 
beobachtet worden, aber bisher nicht bekannt gegeben. 
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evreifen liehen, habe ich in der Zeitschrift fiir Nahrunys- und Genub- 
roittel 1) angefiihrt. Ich gebe dieselben hier wortlich wieder: 

«Seit den glanzenden Arbeiten Liebigs iiber den Muskelextrakt 
ist derselbe Gegenstand zahlreicher Untersuchungen gewesen. Trotzdem 
ist es bisher nicht gelungen, uns nur annahernd iiber die zahlreichen 
Kérper, die ihn zusammensetzen, aufzukliren. Vielmehr hat der Aus- 
spruch Kiihnes, dafs uns von den organischen Bestandteilen des Fleisch- 
extraktes kaum 25°. bekannt sind, noch immer seine Geltung. Die Ur- 
sache, warum die aufgewandte Miihe in keinem Verhiiltnis zu den ge- 
wonnenen Ergebnissen steht, ist Jedenfalls in der cigenarligen Zusammen- 
setzung des Fleischextraktes zu suchen. Derselbe ist reich an nicht 
krystallisierenden Substanzen, die jede Arbeit mit ihm sehr erschweren 
und die man bisher nur unvollkommen beseiligen konnte. Aber auch 
wenn man diese Korper wegschaffte, mite ein immer noch schwer zu- 
viinglicher Rest bleiben, in dem sich die zahlreichen krystalloiden Kérper 
vegenseilig an ihrer Abscheidung hinderten und aus dem man héchstens 
die schon bekannten Substanzen von grofem Krystallisationsvermégen, 
wie Kreatin, Kreatinin, Hypoxanthin, leicht gewinnen kann. 

Ks lef sich erwarten, daf, wenn man die Verhiillnisse verein- 
lachte, die kolloiden Substanzen ganz, die krystalloiden zum Teil ent- 
fernte, ein weniger spréder Rest verbleiben wiirde. Von dieser Voraus- 
setzung ausgehend, ist von Steudel und mir folgendes Reinigungs- 
verfahren ausgearbeitet. » 

Aus vorstehendem ist klar ersichtlich, dali Steudel und ich ganz 
wohl die Fahigkeit des Tannins, eine Reihe krystallinischer Kérper mit- 
zunehmen, kannten und zweckmiifig benutzten. Wir beseitigten durch 
unsere Methode weilerhin sogar noch die durch Baryt und Blei fillbaren 
Substanzen, unter denen sich auch krystallinische, wie Bernsteinsiure ete.. 
nachweisen lassen. Der Rest aber, der uns nach der ausgiebigen Reini- 
vung verblieb, zeigte sich fiir unsere Behandlung recht dankbar, denn er 
lieferte mir ohne besondere Schwierigkeit bisher folgende Substanzen : 

1. Grobe Mengen Kreatin und Kreatinin 
2. Ignotin. 

3. Methylguanidin. 

4. Neosin. 

5. Carnomuskarin. 

6. Novain. 

7. Oblitin. 

8. Neurin. 

9. Choiin. 

Der Erfolg rechtfertigte also die Voraussetzungen, die uns zu un- 
serer Methode gefiihrt haben. Gegen das Grundprinzip derselben in einem 
inbekannten, unzugiinglichen Gemenge midglichst einfache Verhaltnisse 


Zeitschrift Nahrungs- u. Genufmittel, Bd. X, 5. 528. 
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zu schaffen, kénnen sich die Versuche von Gulewitsch auch kaum 
richten, da ich sehe, daB Herr Krimberg') in’ seinem Laboratorium 
dasselbe nach dem Bekanntwerden meiner Arbeiten angenommen hat. 
Denn derselbe fiallt zur Zeit vor der weiteren Verarbeitung das Fleisch- 
extrakt durch Bleizucker, trotzdem «bekanntlich Bleizucker eine grofe 
Anzahl stickstoffhaltiger Verbindungen niederzufiallen imstande ist>. 

Also kann Gulewitseh nur der Gedanke beunruhigen, man mochte 
etwas Kreatinin, Methylguanidin und anderes durch unser Verfahren ein- 
bien. Nun werden zweifellos eine ganze Anzahl Basen durch das Tannin 
niedergeschlagen. Das ist, wie ich vorher auseinandergesetzt habe, sehr 
gut und ich hoffe spiiter tiber die in den Tanninniederschlag eingehender 
Basen berichten zu kénnen. Das Kreatinin, Methylguanidin und Tenotin 
aber, die Gulewitseh dureh das Tannin bedroht sieht, werden unter 
den Verhiiltnissen, die in tadellosem Fleischextrakt herrschen sotlen, ge- 
rade nicht gefillt, obgleich ich fiir das Kreatinin es gerne gesehen hiitte. 

Beziiglich der genannten Basen ist nimlich folgendes in Betrach! 
zu ziehen. Nachdem Otort undsich bereits vor Jahren gefunden hatten, 
daf\ sich kohlensaures Guanidin, Arginin und Lysin, micht aber sauer 
reagierende Salze dieser Basen durch Tannin niederschlagen  liefen, 
habe ich auch das Verhalten des Methylguanidins usw. gegen Tannin 
vepriift und war zu dem gleichen Resultat gekommen. Auf diese Befunde 
habe ich kein Gewicht gelegt und sie nicht ver6ffentheht, weil allgermein 
bekannt ist, daf\ tadelloses Fleisch bald nach dem Tode des Tieres sauer 
reagiert und ein Fleischextrakt liefern muf, das ebenfalls sauer rea- 
giert. In einem solehen Extrakt wird das Methylguanidin usw. nich! 
durch Tannin niedergeschlagen. Nur wenn man mit einem Fleischextrak! 
arbeitet, der fanlendem, in alkalischer Géirung befindlichem Fleisch oder 
einem Fleisch entstammt, mit dem andere bedenkliche Manipulationen 
vorgenommen sind, hat man neutrale oder alkalische Reaktion im Fleisch- 
extrakt. Dann sind Verhiiltnisse gegeben, wie sie sich Gulewitsch fir 
seine Versuche gewiihlt hat. 

Er scheint danach also anzunehmen, dafi bei der Darstellung der 
Handelsextrakte stets oder meist Ursachen wie die von imir erwiihnten 
wirksam sind und in denselben neutrale oder alkalische Reaktion er- 
zeugen. Unter derartigen Voraussetzungen sind allerdings Erklirungsver- 
suche erlaubt, wie er sie macht, um die Differenz im den Ausbeuten des 
Methylguanidins, die ieh und er aus der von Liebigs Kompagnie ver- 
triebenen Handelsmarke erhielten, begreiflich zu machen. 

Ubrigens lassen sich auéh minderwertige, neutral oder alkalisch rea- 
sierende Extrakte mit der Tanninmethode ohne Verlust an Methylguanidin 
reinigen. Man hat nur nétig, sie vorher mit Phosphorsiiure oder Milchsaure 
anzusauren und ihnen dadurch die saure Reaktion tadelloser Extrakte 
zu geben. 


Diese Zeitschrift, Bd. XXXVHI, S. 412. 


Uber den chemischen Mechanismus der EiweiSassimilation. 


Von 


med. Ch. Inagaki. 


(Aus dem physiolegischen Institut in Heidelberg.) 


Der Redaktion zugegangen am 1. Januar 1907.) 


Unsere Erfahrungen tiber die chemische Titigkeit und die 
Ernéhrung der Gewebe fiihren mit Notwendigkeit: zu der An- 
nahme, dali die tierische Zelle imstande sein muh, die Bau- 
steine neu entstehender Gewebe und das Niihrmaterial, ins- 
besondere das Eiweifi selbst oder seine Bruchstiicke aufzu- 
nehmen und festzuhalten. Die vorliegende Arbeit beschiifligt 
sich mit der Frage nach dem chemischen Mechanismus dieses 
Fixationsvorganges. 

Wir wissen, dai der Zellkern gewisse chemische Gruppen 
enthilt, die mit Eiweibkorpern und deren niichsten Derivaten 
Verbindungen eingehen. Die Nucleinsiiure vereinigt sich, wie 
Altmann!) zuerst gefunden hat, im Reagenzglase in schwach 
saurer L6sung mit Albuminstoffen unter Bildung eines Nieder- 
schlags. Die im Zellkern vorhandenen basischen Eiweibkérper 
konnen, wie A. Kossel?) zuerst an den einfachsten K6érpern 
dieser Art, den Protaminen, erwies, sich an Eiweibkorper und 
Albumosen einfiigen. Auch kompliziertere basische Eiweifikoérper, 
die Histone, sind nach Mathews) und Bang‘) iihnlicher Ver- 
bindungen  fihig. 

Es liegt also nahe, die Bestandteile des Zellkerns auf ihre 
Aufnahmefiihigkeit fiir “iweiB und Albumosen zu priifen. Den 


') R. Altmann, Archiv f. (Anatomie und) Physiologie, 1889. 

*) A. Kossel, «Uber die Lymphzellen>, Deutsche med. Wochen- 
schrift, 1894, Nr. 7. 

*) A. Mathews, Diese Zeitschrift, Bd. XXIII, 5. 402 u. 403 (1897). 

*) J. Bang, Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 463 (1899), 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. L. 
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Nachweis einer solchen Aufnahme wird man am besten in der 
Weise fiihren, dali man die Zelle oder den Zellkern mit den in 
Losung belindlichen EiweiBkorpern oder Albumosen in Beriihrung 
bringt. Man trennt die Zelle. oder die Zellbestandteile sodann 
durch Filtration von der Lésung ab, wiischt sie sorgfaltig aus 
und versucht nun die neu entstandene Verbindung wieder zu 
ldsen und auf diese Weise der Zellsubstanz das aufgenommene 
wieder zu entziehen. 

Diese Zerlegung habe ich mit Hilfe verdiinnter Mineral- 
siiuren zu bewirken versucht, denn dieses Reagens zerlegt er- 
fahrungsgemifi sowohl die nattrlichen, im Zellkern vorkom- 
menden Verbindungen von Nucleinsiiure oder Nuclein mit Histon 
oder Parahiston, als auch die kiinstlich hergestellten Komplexe 
dieser Art. Als aufzunehmenden Stoff habe ich nicht das ur- 
spriingliche Eiweib gewihlt, sondern dessen niichste Umwand- 
lungsprodukle, Protalbumosen und Deuteroalbumosen. 

Dal die Albumosen und Peptone zu gewissen Zeiten im 
Siiftestrom erscheinen kénnen, ist eine Folgerung, die sich aus ver- 
schiedenen Beobachtungen und Erwigungen ergibt. Dies kOnnte 
z. B. nach den Untersuchungen von Fr. Miiller') bei der Aut- 
lOsung pneumonischer Herde der Fallsein. Andrerseits wissen wir, 
dafi die Albumosen schnell aus dem Blut verschwinden, zunachst 
wohl durch Ubertritt in die Lymphbahn, dann aber auch durch 
Absorption von seiten der Organe. Besonders die Nieren nehmen 
selbst bei unterbundenen Ureteren reichliche Mengen des Pep- 
tons auf. Sind die Ureteren frei, erscheint der grobte Teil der 
Albumosen im Harn (Hofmeister). 

Selbstverstiindlich stehen diese Untersuchungen auch in 
engem Zusammenhang mit den Erorterungen tiber die Aufnahme 
der im Darmkanal gebildeten, etweibartigen Verdauungsprodukte. 
Es erhebt sich insbesondere die Frage, ob die im Darm ent- 
stehenden Albumosen etwa durch die in der Wandung des Darm- 
kanals vorhandenen zelligen Elemente mit Hilfe ahnlicher Vor- 
giinge fixiert werden, um innerhalb des Zellleibes durch die 
celluliiren Fermente weiter gespalten zu werden. 


') Miiller, Verhandl. des XX. Kongresses fiir innere Medizin, 1902. 
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Durch den Nachweis einer Fixierung albumoseartiger Stoffe 
im Zellkern ist aber selbstverstindlich das Problem der Eiweil- 
resorption nicht gelést, die Aufnahme und den Transitoverkehr 
durch das Cytoplasma koénnen wir auf diese Weise nicht er- 
kliren. Immerhin ist die Charakterisierung des Zellkerns als 
eines eiweibbindenden Organs fiir die Beurteilung physiologischer 
und pathologischer Vorginge von der grobten Bedeutung. 

Meine Versuche wurden zuniichst mit Zellen und weiter- 
hin mit den isolierten Zellkernen angestelit. Hierauf ging ich 
zur Untersuchung eines bestandteils des Zellkerns, niéimlich des 
aus der Thymusdriise gewonnenen Nucleohistons tiber. Endlich 
zog ich auch die Frage in betracht, ob das Blutplasma oder 
Blutserum imstande ist, die Albumosen in cine Verbindung mit 
Kiweil tiberzufiihren. 


1. Versuche mit Leukocyten. 


Bekanntlich hat man haufig die Méglichkeit einer mecha- 
nischen oder chemischen Aufnahme der eiweibartigen Nahr- 
stoffe dureh die Leukocyten der Darmwandung eroértert. Hof- 
meister?) hat einen solchen Vorgang zur Erklirung der Re- 
sorption peptonartiger Stoffe im Darmkanal angenommen und 
hat auch den Nachweis des Vorkommens von «Peptonen» in 
den Kiterk6rperchen gefiihrt. Freilich geht aus diesem Befunde 
nicht hervor, ob dieses «Pepton» von auben in die Zelle auf- 
genommen, oder innerhalb derselben gebildet ist. 

Aus den Deduktionen von Heidenhain?) und den Ver- 
suchen von Shore®*) ergeben sich gewichtige Bedenken gegen 
die Annahme Hofmeisters. Ersterer zeigte bekanntlich, dal 
die Menge der Lymphzellen in der Wandung des Darmkanals 
zit gering ist, um die Aufnahme und den Transport des Pep- 
tons zu ermodglichen; letzterer erwies, dai albumosehaltige 
Lymphe, welche Lymphdriisen durchstrémt, an diese keine oder 
wenigstens nur geringe Mengen von Albumosen abgibt. 


', Hofmeister, Diese Zeitschrift, Bd, V, S. 137: Bd. IV, S. 276. 
*) Heidenhain, Archiv f. d. gesammte Physiologie, herausg. von 
Pfliiger, 43. Suppl.-Heft, 1888. 
") Shore, Journal of physiology, Vol. XI, 8. 528. 
31* 
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Trotzdem schien es mir geboten, Blutleukocyten beziig- 
lich ihrer Aufnahmefihigkeit fiir Albumosen experimentell zu 
priifen. Die Versuche von Shore = schlieBen die Méglichkeit 
einer Aulnahme von Pepton-seitens der Leukocyten nicht aus. 
Es wiirde ungerechtfertigt sein, aus dem Verhalten der Lymph- 
driisenzellen einen SchluB auf alle verschiedenen Formen der 
Leukocyten zu ziehen. Die Erscheinung der Phagoeytose fordert 
dazu auf, eine Fixation eiweifartiger Stoffe durch die Zell- 
bestandteile gewisser Leukocytenformen anzunehmen. 


Prifung der Methode. 


Zuniichst suchte ich festzustellen, ob sich die Leukocyten- 
masse in vitro mit Albumosen locker verbinden kann. Da nun 
viele Zellkerne schon an sich eine Substanz enthalten, welche 
sich manchen Reagenzien gegeniiber tihnlich wie Albumose ver- 
halten kann, niimlich das Histon, so muBte ich eine Methode 
finden. um aus einer Mischung von Histon und Albumosen dis 
Histon allein zu entfernen. Dies erreichte ich durch die An- 
wendung von Natriumpikrat, welches in einer neutralen oder 
iiuberst schwach alkalischen Losung das Histon ausfillt, wihrend 
die Albumosen I6slich bleiben. 

Zur Priifung dieser Methode verfuhr ich folgendermaben. 
Kine HistonlOsung, welche durch 12—2%stiindige Extraktion 
mit O.86°/0 HCl aus Caleciumnucleohiston (aus Thymus) dar- 
gestellt, wird in drei genau gleiche Teile (je 100 ccm) geteiit. 
Der erste Teil warde mit einer bekannten Menge Protalbumose, 
ein ebensogrober Teil mit einem bestimmten Quantum Deutero- 
albumose gemischt, wihrend der dritte Teil ohne Zusatz bleibt. 
Aus allen drei mittels verdiinnter Natronlauge neutralisierten 
Portionen wird mit Natriumpikrat das Histon ausgefallt und 
iiber Nacht stehen gelassen. Zum quantitativen und qualitativen 
Nachweis der Albumosen wird das nach der Filtration mit 
Schweflelsiiure schwach angesiiuerte Filtrat durch Ather von 
der iiberschiissigen Pikrinsiiure befreit und dann zur biuret- 
reaktion, Esbachschen Reaktion und Stickstoffbestimmung ver- 
wendet. Uber das hiermit erzielte Resultat berichtet die fol- 


vende Tabelle I. 
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N-Menge 


N-Menge 


Wicder- 


Biuret- 


Esbach- 


N-Menge gefundene an) sche 
inocem indcem) N-Menge Reaktion 
Versuchs- jn 100 cem | Mm Filtrat| 
im Filtrat im Filtrat 
— Jeutero- Prot- nach dem | 
ammer | Histon- | nach dem Entfernen dem 
albumose- albumose- Entfernen ~ leg Entfernen 
lOsung li | li des 
osung | l6sung rons listons 
‘9,0 0 0 27 
| 49,0 29 4 309 deutheh deuthich 
() 25,9 27,0 deutlich deutlich 
32.9 0 22 
32,9 36,3 0 deuthich | deutlich 
32,9 () 30,5 32.6 deutlich deutiich 
68,4 () () 44 Spur Spur 
HHT. 68,4 18.6 21,7 deuthich deutlich 
68,4 0 21,8 23,7 deutlich deutlich 


Wie die Tabelle zeigt, ist das Histon in neutraler Losung 
durch Natriumpikral von Albumosen trennbar. Nach der Ent- 
fernung des Histons aus der Histonlésung ohne Zusatz von Albu- 
mosen bleibt ein Rest, der eine kleine Menge N enthilt. Man 
bekommt demgemabh etwas mehr Stickstoff, als in den Albumosen 
enthalten ist, die man der Histonlosung zugesetzt hat. Von dem 
N-haltigen Rest habe ich nicht weiter festgestellt, ob er ein Res! 
von Histon ist, oder eine andere Substanz. 

Ausfithrung des Versuches. 

Zuniichst stief ich auf die Schwierigkeit, eine hinreichend 
srobe Menge von weifen Blutkérperchen zu bekommen. Auf 
Grund der bekannten Erfahrung, dal} Blutverluste eine Leuko- 
cytose hervorrufen, verfuhr ich folgendermafen: Ich entnahm 
der Arteria carotis eines groben Hundes 400 ccm Blut und fing 
sodann am folgenden Tage das ganze Blut aus der Arteria femo- 
ralis in Kaliumoxalatlosung auf, der Rest wurde mit Ringerscher 
Losung von der Vena jugularis ausgespiilt. Wenn man das so 
erhaltene Blut zentrifugiert, bekommt man auf den roten Blut- 


| 
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kOrpern eine diinne Schicht von weiben Blutkérpern, die mit 
einer Pipette abgesaugt wird. Diese mit roten Blutkérpern ge- 
mischte Masse habe ich mit einer 0,9°0 igen NaCl-Lésung, 
welche mit einer kleinen Menge Kaliumoxalat vermischt ist, oft 
gewaschen und zentrifugiert und auf diese Weise eine geringe, 
noch mit roten Blutkérpern gemischte Leukocytenmasse erhalten, 
welche mit 750 cem bis auf 40° erwiirmten Wassers im Scheide- 
trichter gut geschiittelt wurde. Nach Zusatz von 250 cem 
3.5 oiger NaCl-Losung wurde das Ganze wieder geschiittelt 
und zentrifugiert. Diese Manipulation wurde so oft wiederholt, 
bis das iiber der Leukoeytenmasse stehende Wasser klar war 
und keine Biuretreaktion gab. Diese Leukocytenmasse wurde 
in Wasser aufgeschwemmt und in drei anniihernd gleiche Teile 
geteilt. Ein Teil wurde mit Protalbumose, ein anderer Teil mit 
Deuteroalbumose, zwei Stunden lang in einem Zylinder mit der 
Schiittelmaschine geschiittelt, filtriert, bis zum Verschwinden 
der Biuretreaktion und Esbachschen Reaktion mit Wasser ge- 
waschen und dann mit Alkohol und Ather erschdpft. Die nun 
getrocknete Masse habe ich mit dem Filter zusammen in 100 com 
0.36 %oiger HCl-Lésung tiber Nacht extrahiert. Dieses Extrakt 
zeigt nach dem Zusatz von Natriumpikrat weder Triibung noch 
Niederschiag bei neutraler Reaktion. Somit war die Behandlung 
mit Natriumpikrat iiberfliissig. Ich lef sie fort und begniigte mich 
gleich mit der Anstellung der Biuretreaktion, der Esbachschen 
Reaktion, sowie der N-Bestimmung nach Kjeldahl. Von dem mit 
dem Filterpapier vereinigten Riickstand wird der N-Gehalt be- 
stimmt und davon die N-Menge des Filterpapiers abgezogen. 

Die Resultate sind wegen der geringen zur Untersuchung 
verwendeten Substanz nicht immer so eklatant, aber hinreichend, 
um zu zeigen, dab diese Substanz sich mit den Albumosen ver- 
binden kann. Die Biuretreaktion und Esbachsche Reaktion ist 
immer schwaeh. Der Stickstoffgehalt der Extrakte erfiihrt sicher 
eine Vermehrung, wenn die Leukocytenmasse mit Albumose be- 
handelt wird. AuBerdem lehrt die Tabelle, diese in be- 
schriebener Weise vorbehandelte Leukocytenmasse kein Histon 
enthiilt, daB aber eine bestimmte kleine Menge stickstoffhaltiger 
Substanz sich mit 0,56° oiger HCl-Lésung abspalten labt. Die 
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Frage, ob diese Leukocytenmasse von vornherein eine Albu- 
mose locker gebunden enthiilt, konnte ich der geringen Menge 
wegen nicht feststellen. 


Tabelle IL. 


A. B. Verhiltnis 
| N-Menge N-Menge im wie 
dene 
suchs-J2us Extrakt nach dem im Extrakt kt 
kérperchen 6.36% iger = 100: | nge 
im Loésung HCl- Lésung | Jolger HCI 
Hundeblut Milli- Milli- | in Pro- HCl-Lisung 
grammen  grammen | | genten Losung 
Zell- pour 
substanz O.8 3.1 20.5 
ohne Zusatz 
| ganz ganz 
I. mit Prot. 2.8 3.1 Dl 3 
| schwach schwach 
Zell- 
substanz 9 8 3 fo } 3 ) fanz 
mit Deutero- schwacl le thwael 
albumose | scnwach wach 
| 
Zell- | | | 
substanz | OO | 3.1 | 16,2 | — . 
ohne Zusatz | | 
Zell- | 
ganz 
substanz | ) > = 
| 3,3 46.0 548 | 
| | schwach schwach 
substanz | | sanz fans 
mit Deutero-) 2.0 2,8 | 41,7 43,7 


2. Versuch mit Zellsubstanz aus Knochenmark. 


Es ist bekannt, dab das Knochenmark des jungen Tieres 
mono- und polynucleire Leukocyten und kernhaltige rote Blut- 
kOrper enthalt. Auf Grund dieser Tatsache habe ich mich be- 
mitht, die Zellsubstanz der Blutkérper vom Knochenmark zu 
isolieren. Ich nahm das Mark aus lingsgespaltenen Réhren- 
knochen vom Kalb, einmal aus 18, ein andermal aus 20 Stiicken 
heraus und schiittelte es nach Zusatz von 0.9°/oiger NaCl-Lésung 
zwei Stunden lang im Zylinder mit der Schiittelmaschine. Darauf 
tindet man in dem Schiittelzylinder eine grofe Masse von rahm- 
ihnlichem Aussehen, welche in Ather leicht léslich ist. Die- 
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selbe wird dann durch Kolieren entfernt und die durch das 
grobmaschige Tuch hindurchlaufende, die Blutkorper enthaltende 


Fliissigkeit zentrifugiert. Die auf den Boden 
glases sinkende BlutkOrpermasse wird wiede 


des Zentrifugen- 
rholt nach Zusatz 


von 0.9°/oiger NaCl-Lésung durch Zentrifugieren gewaschen, 


mit einem bis zu 40° erwiirmten Wasser extrah 
zentrifugiert. 


iert und wiederum 


Die so entstehende weife Masse, die in Wasser 


absolut unloslich ist und sich mit Wasser leicht bis zum Ver- 
schwinden der biuretreaktion waschen libt, «Zellsubstanz», ist 
zum Versuch verwendet worden, den ich wie bei der Leukocyten- 
masse ausgefiihrt habe. Was ich hierbei erzielte, habe ich in 


nitchststehender Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle III. 


| 


A. B. | Biuret- Esba hs 
Zell- N-Menge N-Menge im) | | | Reaktion 
Ver- | | der ge- | reaktion |. 
substanz | weteakt | nach dem (A+B): A, Dundenen | 
suchs Extrakt | nach dem | Albumosen | im Extrakt) peytrakt 
aus lo — n | gow der | 
num- iger m N-Menge 
Knochen- | “leer | | der Zell- | 0.36 Yoiger '0,36 iger 
 Lésung HCl-Loésung substanz | HC! 
m in Milli- in Milli- | | in Pro- HCl-Lisung!) 
Zell- ~ > | | 
ohne Zusatz’ 
anz | 
substanz ra 24 () 23 3 ganz | ganz 
[mit Prot.) mm schwach lschwach 
albumose | | 
Zell- | 
substanz | 8 84 ont 25.9 fanz | ganz 
mit Deutero-| | schwach schwach 
albumose | |” 
Zell- | | 
ohne Zusatz | | 
Zell- 
substanz 8 29 23 4 ganz ganz 
| | schwach jschwach 
Zell. | 
substanz 3 6 27 6 ganz ganz 
| ~schwach schwach 
albumose 


Aus der Tabelle ersieht man, daB die erwiihnte Zellsub- 


stanz sich auch mit Albumosen verbinden 


kann und ferner, 
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dah sie urspriinglich keine mit 0,36°/0iger HCl-Losung abspalt- 
bare histonartige Substanz enthilt. Dagegen wird durch Be- 
handlung mit 0,36 °/oiger HCl-Lésung eine nicht unbedeutende 
Menge anderweitiger stickstoffhaltiger Substanz abgespalten. Ob 
diese Zellsubstanz und die daraus abgespaltene stickstoffhaltige 
Substanz mit dem Nucleoproteid und der Albumose identisch 
ist. die Wohlgemuth?) im Knochenmark gefunden hat, tiber- 
lassen wir weiteren Untersuchungen. 


3. Versuch mit der Kernsubstanz aus roten Blutkorpern des 
Hihnerblutes. 


Um mich von dem oben erwiithnten Befunde sicher zu 
iiberzeugen, mubte ich diese Ergebnisse durch Versuche mit 
Nucleoproteiden, die anderen Geweben entstammen, noch be- 
stiitigen. Ich habe zu diesem Zwecke das Nucleohiston aus 
Hiihnerblutkernen verwendet, welches ich nach der Vorschrift 
von Plenge?) dargestellt habe. Das Blut wurde der Arteria 
femoralis des Huhnes entnommen und die Blutbahn von der vena 
jugularis aus mit 0,9°/o0iger NaCl-Losung durchspiilt. Nach dem 
Delibrinieren wurde das blut zentrifugiert, der Blutkorperchen- 
bret mit auf 40° erwirmtem Wasser geldsit. Man bekommt dann 
eine klebrige, flockige Masse, die in Wasser unloslich zuriiek- 
bleibt. Diese wird gewaschen, in Wasser aufgeschwemmt und 
drei annihernd gileiche Teile geteilt. Dann verfihrt man 
init diesen drei Teilen wie bei der aus weiben Blutkérpern 
eewonnenen Kernmasse, d. h. der erste Teil wird direkt ver- 
arbeitet, der zweite und dritte Teil nach vorherigem Schiitteln 
init einer Lésung von Protalbumose und Deuteroalbumose und 
sorgfalugem Auswaschen bis zum Verschwinden der Biuret- 
reaktion. Alle drei durch dieses Verfahren erhaltenen Riickstinde 
mit dem Filter wurden in 200 cem 0,36 °/o iger HCl-Losung 
liber Nacht stehen gelassen. dann filtriert und mit Wasser ge- 
waschen. Die so dargestellten Extrakte wurden zur Stickstofl- 
bestimmung, zum Teil zur Biuret- und Esbachschen Reaktion 


') Wohlgemuth, Festschrift aus dem patholog. Institut zu Berlin, 
cur Feier der Vollendung des Institutneubaues, 5S. 627. 

*) Plenge. Zit. von der Arbeit Ackermann, Diese Zeitschrift, 
bd. S. 299. 
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Tabelle IV. 


j 
A. B. | Verhi 
Nucleo- N-Menge | N-Menge | Histon- |gerN-Menge| Extrai: 
Ver- histon | des mit Riick-) | menge | der ge- 
stand (A+ B):A imNucleo- jundenen nach dem 
aus HCI- | Extrak- |Entfernen| 
Hiihner- tion mit des 400. Gewicht | des Histy). 
36 0/,iger, Histons | berechnet) aoc Nuelec 
mer} blut- HCL in Milli- in Pro- Biuret- Es] 
in Milli- Lisung | rammen zenten 
kOrpe rn grammen in Milligr. Prozenten Reaktj. 
| | | 
histon 35,3 10,7 2 1 33,3 31 
ohne Zusatz 
I. 
Dasselhe 
4 t > | 
47,6 | 18,2 8 14,9 deul lic! 
geschiittelt | | | | 
| | | 
histon 23,0 40.6 0.8 6.7 54 = 
ohne Zusatz | 
Dasscibe | 
i ’rot- ope Lay] . 
| Sibumose | 336 | 36,7 | 118 | 478 | — | 214 deutlich 
geschiittelt | 
Dasselbe | | 
39, 12.6 t7,2 | 20,0 deutlich 
geschiittelt | | | 
Nucleo- 
histon 24.4 1,1 1,7 | 33 ~ 
ohne Zusatz 
Dasselbe | | | 
i ’rot- ‘ - | | 
mn | mice | 42,6 | 47,9 | 150 | 47,7 | — | 226 deutlic! 
geschiittelt | 
Dassclhe | | | 
i ) rs ‘ } 
mitDeutero! 412 | 47,2 | 160 | 46 | — | 21, doutli 
geschiittelt | | | | 
| | 
Nucleo- 
histon 12,9 24.9 | 0,7 | 341 3205 — _ 
ohne Zusatz 
— 
Dasselbe 
it Prot- Q > P 
13,5 92 | 42 ; 443 | — 12,4 schwac:! 
geschiittelt | 
Dasselbe 
16.8 22,1 4,8 43.2, — 15,8 schwac. 
geschiittelt 


lich 
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verwendet. Von dem Filterriickstande mit samt dem Filterpapier 
wurde der Stickstoffgehalt nach Kjeldahl! bestimmt. Aus einer 
anderen Portion wurde das Histon durch Natriumpikrat ausge- 
fallt und die von iiberschtissiger Pikrinséure befreite Losung 
wird auch zur Biuretreaktion, Esbachschen Reaktion und Stick- 
stoffbestimmung verwendet. 

Aus der Tabelle IV geht hervor, dab eine durch 0,36°/oige 
Salzsiiure spaltbare Verbindung von Albumosen mit dem Nucleo- 
histon aus Hiihnerblutk6rpern nachweisbar ist. Sie verhiilt sich 
der Salzsiiure gegeniiber also ithnlich wie die Verbindung des 
Histons mit Nucleinsiiure. Das Verhiiltnis der im Nucleohiston 
enthaltenen Stickstoffmenge zu der Stickstoffmenge der vom 
Nucleohiston aufgenommenen Albumose ist in den verschiedenen 
Fillen nicht gleich. Die Tabelle zeigt weiter. daf die mit 
0.36°/oiger HCl-L6sung abspaltbare Histonmenge in Nucleohiston 
aus Hithnerblutkérpern zwischen 31 und 34°/o schwankt, wiih- 
rend Ackermann!) 54°%/o desselben gefunden hat. Diesen Un- 
terschied kann man vielleicht damit erkléren, dai Ackermann 
mit stirkerer Salzsiiure (1°/o HCl) extrahiert hat. 


4. Versuch mit Nucleohiston aus Thymusgewebe. 


Obwohl wir wissen, daB zwei der Komponenten des Nucleo- 
histons, niimlich Nucleinsiure und Histon sich mit Eiweibstoffen 
und einigen Albumosen zu verbinden vermégen, ist doch der 
Nachweis der Verbindungsfiihigkeit des Nucleohistons als Ganzen 
mit eiweiBartigen Stoffen bisher nicht gefiihrt worden. 

Zur Priifung dicser Verhiiltnisse habe ich folgende Ver- 
suche angestellt. 

Ich stellte reines Calciumnucleohiston nach Huiskamp *) 
dar und befreite es mittels 0,1°/oiger Oxalsiiture von Calcium. 
Das auf diese Weise gewonnene stark sauer reagierende Nucleo- 
histon wird, ohne vorherige Behandlung mit Alkohol und Ather, 
zum Versuche verwendet, wie in den friiheren Versuchen. Bei 
Versuch 2 und 3 wurde die Bestimmung auberdem noch an dem 
nicht mit Oxalsiiure behandelten Calciumnucleohiston ausgefiihrt. 


') Ackermann, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 299. 
*) Huiskamp, Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, Heft 5, 8. 162. 
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Tabelle V. 


Deuteroalbu- 


A | | Nim | 

Nucleohiston Nindem, Nim | Extrakt | | des | ti 

durch Riick- ‘nach. dem A+B): N der ge-| reaktion 
aus | 400 com stand |... bundenen | 
uch: i ‘Entfernen undenen | nach derm 
nach dem |Albumose | 
num- . bereiteten  Extra- des | | zu dem | Entfernen 
Phymus- hhieren mit) pistons | = 1% | 
mer in. [0,36% | Nucleo- | 9° 
sewene Milli- in Milli- | | histons Histon- 
(grammen  grammen | grammen | in Proz. 
ay} Nucleohiston | | 
lung mit Oxal- 78,4 | 172,9 | 4,5 31,2 = Spur 
siiure (s. oben) | | | 
ohne Zusatz | | 
Behandlung mit) 
¢ » j | > | 
Oxalsiure mit) 918 | 172.2 | 144 | 348 | 53 | deutlich 
Protalbumose | | | | 
geschiittelt | | | | 
Behandlung mit | | 
Oxalsiure mit) O41 | 1694 | 158 | 33,7 | 69 | deutlich 
Deuteroalbu- | 
mose geschiittelt] | | | 
histon ohne 64,0 | 129.5 | 3.4 33,1 — | pur 
Zusatz | | 
by} Dasselbe nach | 
Behandlung mit tr | atq } 
Oxalsaure ohne 87,9) 186.9 | 31,9 Spur 
Zusatz | | 
Dasselbe nach | 

I]. Behandlung mit 
Oxalsiiure mit 104.7 185.5 | 17,4 | 36,1 64 | deutlich 
Protalbumose | 

geschiittell 
d)] Dasseibe nach | | | | | 
Behandlung mit) | | 
Oxalsiure mit! 1031 185,5 , 160 | 35,7 | 58 | deullich 
mose geschiittelt, | | 
histon ohne 93.7 | | 4.5 33. | Spur 
Zusatz 
by} Dasselbe nach | | | 
Behandlung mit) | 9ea | « 
Oxalsiure ohne | 42.0 | {11,5 | 2.8 27,7 | 
Zusatz 
Ill. Behandlung mit | | | 
Oxalsiiure mit) 69,5 | 110.6 | 258 | 386 | 17,7 | deutlich 
Protalbumose | | | 
geschiittelt | | | 
dj} Dasselbe nach | | | | | 
[Behandlung mit) | | 
Oxalsiure mit 700 1120 | 269 | 385 | 17,5 | deutlic! 


mose geschiittelt 


') Die fiir die verschiedenen Versuche 
nicht gleich. 


entnommenen Anteile sind 


| 
a 
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Aus der Tabelle V geht hervor, daB eine Verbindung des 
Nucleohistons mit Albumosen stattlindet. Die Stickstoffmenge 
der in die Verbindung eintretenden Albumosen sind bei Ver- 
such I und Il beinahe gleich, wihrend sie bei Versuch III fast 
dreimal so hoch sind. Weiter ersieht man aus dem Versuch 
la), b) und Versuch Ila), b, daB aus dem Calciumnucleo- 
histon durch 0,36°/oige HCl bedeutend mehr’ stickstoMfhaltige 
Substanz extrahiert wird, als aus dem reinen Nucleohiston nach 
der Behandlung mit Oxalsiiure. 

Daraus folet, dab das Calciumnucleohiston nach der Be- 
handlung mit O,1°oiger Oxalsiiure nicht yon Calcium be- 
freit worden ist, sondern ein Teil des Histons oder einer stick- 
stoffhaltigen Substanz durch die Wirkung der Oxalsiiure von 
Nucleohiston abgespalten wird. 

Zur Kontrolle habe ich die eben erwiihnten Untersu- 
chungen auch mit Calcium- und Natriumnucleohiston angestellt. 
Das zu diesen Versuchen benutzte Calciumnucleohiston habe 
ich nach der Huiskampschen Methode dargestellt, das Natrium- 
uucleohiston habe ich teilweise nach dem Vorgange von I. Bang!) 
wie folgt gewonnen. Das zuniichst dargestellte Calciumpucleo- 
histon wird mit 5° oiger NaCl-Lésung extrahiert und nach 24 
Stunden zentrifugiert. Das Natriumnucleohiston bleibt jetzt in 
Lisung. Es wird gegen ftliebendes Wasser dialysiert, wobei sich 
Natriumnueleohiston ausscheidet, wenn das NaCl in der Losung 
sich ungefiihr his 0,9°/o vermindert. Dieses ausyeschiedene Na- 
triumnucleohiston wird mit der Zentrifuge abgeschieden, 

Weitere Priiparate von Natriumnucleohiston habe ich aut 
folgende Weise gewonnen. Zuniiechst habe ich das ‘Thymus- 
gewebe nach Zusatz von 0,9°/oiger NaCl-Losung mit der Schiittel- 
inaschine drei Stunden lang geschiittelt, dann durch ein Tuch 
veseiht und zentrifugiert. Der sich hierbei bildende Bodensatz 
wird in Wasser yon 40° gebracht, wodurch sich eine klebrige 
Masse bildet, die allmiihlich in Wasser lislich wird. Dieselbe 
wird, bevor die Lésung eintritt, von der Fliissigkeit’ getrennt. 
Da die Caleium- und Natriumsalze des Nucleohistons in reinem 


') Beitriige zur chem, Physiologie, Bd. IV, S. 115. 


| 
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Tabelle VI. 


| 


Nucleohiston- Nin dem N-Menge N-Menge | Biuret 
alkali durch im imExtrakt ger mit ot 
Ver- — Riickstand | der mi reaktion 
aus Thymus- 9,36° dem nachdem HC! im Extrakt 
suchs- gewebe (400 com) Extrahieren Entfernen  abspalt- 
it baren nach Ent- 
bereiteten 0 des Substanz fernung 
Die Mengen | Extrakt [036 | Histons | zu dem N 
mer in Milli- Milli- in) Milli- 
/ grammen, stam vramimen ‘in Prozenten| 
nucleohiston 82.9 166.7 33,3 negatiy 
ohne Zusatz | 
Dasselbe mit = 
Protalbumose 67,2 122.5 » 
geschiittelt 
C) Dasselbe mit 
ye ~ ¢ - 
1512 44 33.7 
geschiittelt | 
a Natrium- | 
84.0 28 | 3830 | » 
ohne Zusatz 
Dasselbe mit | 
I]. Protalhumose 103.6 2,8 35,9 » 
veschiittelt | 
Dasselbe mit 
leutero- “pe 
veschtittelt | | 
Natrium- | | 
cl Is } ‘ . ¢ | 
107.8 36 | B42 » 
ohne Zusatz | 
Dasselbe mit | | 
Protalbumose 76,7 1526 | 41 | 384 » 
geschiittelt 
Dasselbe mit | | 
albumose 47,0 1.5 34,1 » 
veschiittelt | | 
| | | 
a) Natrium- | | 
61,0 | 12339 | 29 | a80 | >» 
ohne Zusatz | | | | 
|b) Dasselbe mit | 
IV. Protalbumose 42 SIO 1,4 > 
geschittelt 
¢) | Dasselbe mit | | 
Deutero- } ‘ | 
albumose 152.6 3.4 | 33,7 


geschiittelt 


{ 
4 Ss 
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Wasser ldslich sind, habe ich sie mit O,1° oiger Ca€l,-Losung 
resp. O,9°/oiger NaCl-Losung bis zum Verschwinden der 
Biuretreaktion ausgewaschen und dann in oiger CaCl,- 
Losung resp. in O,9°/oiger NaCL-Lésung mit Albumosen ge- 
schiittelt und zu folgenden Versuchen benutzt (Tab. VI). 

Aus der Tabelle ersieht man, daBh das Verhiiltnis der N- 
Menge der mit 0,56°/oiger HCL abspaltbaren Substanz zur N- 
Menge des Nucleohistons annihernd gleich ist, und dal keine 
Vermehrung der N-Menge im Extrakt, das man = vorher mit 
Albumose behandelt hat, nach Entfernung des Histons  statt- 
findet. In allen Versuchen gab das Extrakt keine Biuretreaktion. 
Daraus folgt, dab sich die genannten Nucleohistonsalze mit 
Albumosen nicht verbinden koénnen. 

Aus diesem Versuch mit negativem Ergebnis ersieht man 
eleichzeiig, dab die in den friiheren Versuchen gefundene Bin- 
dung der Albumosen nicht elwa eine physikalische, durch Ad- 
sorption von seilen des fein verteilten Niederschlages bedingte 
ist, sondern dah sie auf chemischen Verhiiltnissen beruht und 
durch chemische Veriinderungen der Zellbestandteile beeinflubt 
wird. 

4. Versuch mit Nucleohiston aus Lymphdriisen. 

Endlich komme ich zur Frage, ob das Nucleohiston aus 
Lyinphdriisen sich auch mit Albumosen verbinden kann. Zu- 
erst habe ich nach der Huiskampschen Methode aus Lymph- 
driisen des Rindes Calciumnucleohiston dargestellt, von dem 
Calciumnucleohiston mittels Oxalsiiure das Calcium abgetrennt 
und auf diese Weise freies Nucleohiston gewonuen. Dieses 
Praparat habe ich auch, wie bei Nucleohiston aus Thymus- 
sewebe, mit Albumosen zur Untersuchung angesetzt (Tab. VII). 

Diese Tabelle zeigt, dab das freie Nucleohiston aus Lymph- 
driisen sich auch mit Albumosen verbinden kann, wenn auch 
die N-Mengen der gebundenen Albumosen nicht gleich sind. 

Das Caleiumnuclechiston nach Huiskamp und das Natrium- 
nucleohiston, das ich nach meinem bereits angegebenen Ver- 
fahren darstellte, sind andererseits auch mit Albumosen unter- 
sucht. Das Ergebnis dieser Untersuchung ist aus folgender Ta- 
belle VIII ersichtlich. 
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Tabelle VII. 


| 


| Verhiiit- 


Deuteroalbu- 


A. B. 
N im ' nis des Biuret- 
Nucleohiston N Extrakt der ge-) reaktion 
stand nach dem (A+B): bundenen im 
nach dem Entfernen ‘Albumose Extrakt 
num- Lvimol 0,36%o HCI Extra-_ des zu dem nach dem 
bereiteten hieren Histons | 100: N des, Entferren 
mer lriisen Extrakt HCI) in Milli- | Nucleo- des 
in Milli- | in Milli- grammen | histons Histons 
grammen | grammen | in Proz. 
ay} Nucleohiston 
nach Behand- 
lung mit Oxal- 66.1 2,2 32,1 
siure ohne 
Zusats 
Dasselbe nach 
I, Oxalsdaure mit 133,3 14.5 37,2 8.2 deutlich 
Protalbumose 
geschiittelt 
CoP Dasselbe nach 
Behandlung mit 
Oxalsiure mit 77,8 | 1316 | 13,7 | 37,2 | 82 deutlich 
Deuteroalbu- 
mose geschiittelt 
histon ohne 66.3 13) a9 32.3 j Spur 
Zusatz 
Dassclhe nach 
Oxalsiiure ohne 61,1 1400 30,4 
Zusiatz 
Dasselbe nach | 
Oxalsiure mit 80.6 121.1 26.6 40,1 18.6 deutlich 
Protalbumose 
geschiittelt 
Dasselbe nach 
Behandlung mit | 
Oxalsiure mit 79.6 122.5 22,3 38.2 | 15.2 deutlich 
Deuteroalbu- 
Mose geschiittelt | 
histon ohne 63.0 | 141.7 30,8 
Zusatz 
Dasselbe nach 
Behandlung mit) 5) £9 2 
Zusatz | 
Dasselbe nach 
Oxalsiure mit LO75 183.0 314 37,0 15,0 deutlich 
Protalbumose 
geschiittelt 
Dasselbe nach | 
Behandlung mit | 
Oxalsiure mit 109.6 | 183.7 | 331 | 373 | 13,7 deutlich 


mose geschiittelt 


', Die Mengen sind nicht gleich geteilt. 
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Tabelle VIII. 


N in dem | N-Menve ' Verhalinis 
| N-Menge  A-Meng Biuret- 


histonalkali 400 cem dem, Dachdem 0.36 HC! 


suchs- o HCI Extrahicren Entfernen abspalt- 
num- | 0.36, iger | Substanz | fernung 
Lymph- | Extrakt Histons | zu dem N | 6 
mer in Milli- | in Milli- | im Milli- | des Nucleo-| |..70° 
in histons | Histons 


dritsen & 
| grammen | gramimen inProzenten, 


a)} Caleium- 
nucleohiston 63,0 [30,9 32-4 
ohne Zusatz 


b)} Dasselbe mit 
[. Protalbumose 38,8 121.0 6.8 32,7 — 
geschiittelt 
Dasselbe mit 
65.0 141.2 7,3 


geschiiltelt | | 


Natrium- 
nucleohiston) 14.6 | 07 32,5 — 


ohne Zusatz 


Dasselbe mil 
Protalbumose 4.0 301 | 09 | 31,7 | 


geschiittelt 


— 


¢) | Dasselbe mit 
Deutero- | 
0.8 23.8 31.2 
geschittelt | 
| | 


aj} Natrium- 
nucleohiston. D1 4 18 | 301 - 
(nach Inagaki) | | 
ohne Zusatz | | | 


to 
=~ 


Dasselbe mit. | 
II. Protalbumose 21,8 47,6 | 
geschiittelt 


— 


Dasselbe mit. 
Deutero- 
23.0 | 52.6 

albumose 2,6 
geschiiltelt 


14 | 305 


| 
| 
') Die Mengen sind nicht gleich geteilt. 
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In Tabelle VIII findet man ganz dasselbe Resultat wie bei 
dem Versuche mit Nucleohistonalkali aus Thymus. 

Aus den Beobachtungen von Huiskamp') haben wir ge- 
lernt, dafi die Alkalisalze des Nucleohistons aus Thymus in ihren 
wiisserigen LOsungen elektrolytisch dissoziiert sind und ferner, 
dali die Alkalisalze teilweise gefiillt werden, wenn man dem 
Thymusextrakte, worin Nucleohiston als Alkalisalz vorhanden 
ist, NaCl ungefiihr bis zu zusetzt. Huiskamp nimmt 
weiter an, daB die zugesetzten Natriumionen eine Herabsetzung 
des Dissoziationsgrades verursachen und dah die dadurch ge- 
bildete nicht dissoziierte Verbindung weniger lOslich ist als das 
dissozilerte Molekiil. An diese Annahme Jabt sich die Frage 
anschlieben, warum sich Natriumnucleohiston in 0,9°/oiger NaCl- 
Losung oder Calciumnucleohiston in O,1°/oiger CaCl,-Losung 
mit Albumosen nicht verbinden kann. Diese Frage wird am 
besten beantwortet durch die Annahme, dal die Dissoziation 
der Nucleohistonalkali durch den Zusatz von bestimmten, zur 
Fiillung noétigen SalzlOsungen verhindert wird, also in 
der Salzl6sung der Nucleohistonalkalien keine freien mit Albu- 
mosen sich verbindenden Ionen vorhanden sind. Andererseits 
ist anzunehmen, dali Nucleohiston aus Hiihnerblutkorpern und 
die aus weiben BlutkOrpern oder aus Knochenmark gewonnenen 
Substanzen in der 0,9° oigen NaCl-Lésung keine Verbindung 


mit Natrium eingehen. 


Findet eine Einwirkung des Blutplasmas auf die Albumosen statt ? 


Diese Erfahrungen iiber die Anfiigung der Albumosen an 
gewisse Bestandteile des Zellkerns legten die Vermutung nahe, 
auch andere in den Geweben vorhandene Atomgrupper 
zu einer solehen Fixierung der Albumosen befiihigt sind. Be- 
sonders schienen mir Beobachtungen von Kutscher zur 
niiheren Untersuchung des Blutplasmas in dieser Richtung aul- 


zufordern. 
Kutscher?) fand folgendes: Wenn Protalbumose, 


') Huiskamp. Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, 5. 32. 
*) Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. XXIII, 5. 115. 
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Deuteroalbumose oder das klar filtrierte Albumosegemisch des 
Wittepeptons auf eine durch Natriumcarbonat  hergestellte 
Lésung von Globulin des Pferdebluts, Vitellin, Myosin oder Mus- 
kelsyntonin einwirken Jiabt, so bildet sich ein Niedersehlag. 
Kutscher stellte den Versuch in der Weise an, daB er die Ei- 
weiblosung in die nicht allzu verdiinnte Deuteroalbumose tropfen 
lie}. Er erhielt sodann einen Niederschlag. 

Ich wiederholte diesen Versuch, indem ich statt der Lésung 
des Globulins und der aibrigen Eiweibkorper frisch entnommenes 
Blutserum vom Hund und Pferd und Oxalatplasma benutzte. Ich 
konnte aber bei dieser Versuchsanordnung mit verschiedenen 
Préaparaten von Deuteroalbumose weder Niederschlag noch Trii- 
bung hervorrufen. 

Offenbar ist das Gelingen des Kutscherschen Versuches 
an bestiimmte Bedingungen gebunden, die bei meiner Anordnung 
nicht vorhanden waren, Es lag nun aber die Moéglichkeit vor, 
dah eine Verbindung zwischen der Albumose und den Bestand- 
teilen des Plasmas oder Serums zwar gebildet wird, aber in 
Losung bleibt. 

Wenn eine solche Verbindung existiert, so kann sie nicht 
durch Siedehitze zersetzbar sein. Denn Abderhalden und 
Oppenheimer?) haben neuerdings (im Gegensatz zu friiheren 
Versuchen) erwiesen, dal im Serum des Hundeblutes auch 
nach reichlicher Fleischfiitternng keine Albumosen zu finden 
sind, nachdem die Eiweifikorper durch Hitzekoagulation entfernt 
worden sind, 

Ich stellte also die Versuche in der Weise an, dab ich 
das EKiweif des Serums koagulierte und nun das Koagulum in 
der frither beschriebenen Weise mit Salzsaéure extrahierte. Auch 
in diesem Extrakt fand ich keine Albumosen. 


Die Versuche waren folgende: 


Versuchsreihe 6. 


Das Blutserum wird in drei Teile zu je 30 cem geteilt. 
Kin Tei! wird mit Deuteroalbumose, ein anderer Teil mit Prot- 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXXII, 5S. 155. 
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albumose zwet Stunden lang in einem Zylinder mit der Schittel- 
maschine geschiittelt, die dritte Portion bleibt zur Kontrolle ohne 
Albumosenzusatz. Alle drei Teile werden mit Magnesiumsulfat 
vesittigt und bleiben iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen. 
Das so behandelte Priiparat wird filtriert und mit gesittigter 
Magnesiumsullatlosung gewaschen («lFillrat A>»). 

Der Riickstand wird auf dem Filter mit Wasser gelost, 
im Wasserbade koaguliert und in der Kiilte filtriert. Dieses 
Koaguium wird auf dem Filter mit Wasser gewaschen, tit 
Alkohol und Ather erschépft und dann mit 0,36° viger HCl 
(1 Teil konzentrierter HCl +- 100 Teile H,O) 12 Stunden extra- 
hiert. Alsdann wird filtriert, nut Wasser gewaschen, und der 
N-Gehalt in diesem Filtrat und Waschwasser zusammen nach 
Kjeldahl bestimme. 

Das erste Filtrat («Fillrat A») wird ebenso behandelt. Wie 
die niichste Tabelle IX zeigt, bemerkt man nach der Behandlung 
mit Albumosen keine Vermehrung der durch 0,36°/oige 
HCl-Lésung abspaltbaren, stickstoffhaltigen Substanz. 
(Siehe Kolonne und 3.) 

Doch wiire es denkbar, dali sich die Albumosen mit dem 
Serumeiweib noch fester verbinden. Deshalb habe ich das oben 
gewonnene Koagulum sowohl vom Globulin wie vom Albumin 
wieder mit’ 1.0°/oiger H,SO,-Lé6sung eine Stunde lang auf dem 
Wasserbade extrahiert und dann filtriert, mit Wasser gewaschen 
und den Stiekstolffgehalt im Filtrat mit Waschwasser zusammen 
bestimmt. Das Ergebnis ist in der niichststehenden Tabelle IX, 
2 und 4 zusammengestellt. 

Alle diese Filtrate zeigen die Biuretreaktion und die durch 
ige H,SO, abgespaltenen N-Mengen sind etwas grober 
die N-Mengen, die mit 0,36° oiger HCl-Losung extrahiert 
worden sind. Doch sind die in allen diesen Versuchen aut- 
tretenden Schwankungen nicht erheblich und nicht regelmabig 
genug, um daraus auf eine Bindung der Albumose durch die ki- 
weibkOrper des Blutserums zu schlieBben. Die geringen Mengen von 
Albumose, welche ich in den siiurehaltigen Filtraten nachweisen 
konnte, verdanken wahrscheinlich der Siéurewirkung auf das 
urspriingliche Eiweib ihre Entstehung. 
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Tabelle IX. 


«Globulin» «Albumin» 
«Filtrat A» 
N-Menge N-Menge 
N-Menge im riltral Menge im Filtrat 
Versuchs- imExtrakt fim Extrakt 
nach dem nach dem 
Serumarten mit | Er- mite Er- 
O36°%v1ger OS56%oiger 
nummer HC] wiirmen 
Lisung | | mit 1% 
in Milligr. Jin 
Milligr. in Milligr. 
I. 2. 4. 


30 ccm Pferdeblut- | 
serum 0.7 3.1 O35 49 
ohne Zusatz 


30 ccm Pferdeblut- 
I. serum 0.7 3.0 O35 D6 
mit Protalbumose 


30 cem Pferdeblut- 
seruim mit 0.7 5.0 0.42 
Deuteroalbumose 


30 ccm Hundeblut- 
serum 0,7 24 0.7 
ohne Zusatz 


30 cem Hundeblut- 
serum 1.05 21 14 
mit Protalbumose 


30 cem Hundeblut- 
serum milf 030 2.8 1.05 +,2 
Deuteroalbumose 


Versuchsreihe 7. 

Durch die oben erwihnten Versuche ist noch nicht ent- 
schieden, ob die Albumosen sich mit dem Serumeiweib so fest 
verbinden, dafi letzteres nicht mehr abspaltbar ist, oder ob 
sie im Blutserum schon in gerinnbares umgewandelt 
werden. Zu einem diesbeztiglichen Versuche habe ich das frisch 
entnommene Hundeoxalatplasma verwendet. Davon habe ich 
30 cem mit Deuteroalbumose, andere 30 cem mit Protalbumose 
zwei Stunden lang in einem Zylinder mit der Schiittelmaschine 
zeschiittelt. Die dritte Portion blieb ohne Zusatz. Alle drei 
Portionen wurden nach dem Zusatze einer kleinen Menge CaCl, 
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mit einer Feder stark umgeriihrt, um das Fibrin zu gewinnen. 
Diese Fibrinmasse wird filtriert, mit Wasser gewaschen und 
dann ihr N-Gehalt zusammen mit dem des Filtrierpapiers be- 
stimmt. Siehe Kolonne 1 der Tabelle X. Von dieser N-Menge 
wird die des Filtrierpapiers abgezogen. Das Filtrat, das Globulin 
und Albumin enthiélt, wird mit Magnesiumsulfat gesittigt, tiber 
Nacht stehen gelassen, dann filtriert und mit gesittigter Mag- 
nesiumsulfatlosung etwa fiinfmal gewaschen. Den so gereinigten 
Riickstand (Globulin) J&Bt man, nachdem er mit Wasser aufge- 
lost ist, im Wasserbade koagulieren. Dieses Koagulum wird 
abfiltriert, mit Wasser gewaschen, und sein N-Gehalt ist) zu- 
sammen mit dem Filterpapier nach Kjeldatil bestimmt. | Kolonne 
2 der folgenden 'Tabelle.) Die vom Magnesiumsulfat abfiltrierte 
Fliissigkeit nebst Waschwasser wird ebenfalls wie oben behandelt 
(Albumin). Die hier gefundenen Zahlen sind aus Kolonne 3 der 
folgenden ‘Tabelle zu ersehen. 

Wie die Tabelle zeigt, wird die Fibrinmenge durch die 
Behandlung des Blutplasmas mit Albumosen nicht vermehrt. 
Zwar findet man bei Versuchsnummer | eine Vermehrung der 
Globulinfraktion in dem mit Albumosen geschiittelten Blutplasma 
und eine Verminderung der Albuminmenge. Da jedoch die ge- 
samte N-Menge der drei EiweiBfraktionen bei allen drei Portionen 
heinahe gleich geblieben ist, muf man diese Vermehrung des 
Globulins auf nebensiichliche Umstiinde beziehen. 

Somit ergibt sich aus meinen Versuchen keine Stiitze 
fiir die Anschauung, dai das Verschwinden der Albumose in 
dem Blutkreislaufe auf einer Umwandelung derselben in koagu- 
lierbares EiweiB resp. SerumeiweifB oder auf einer Verbindung 
des Plasmas mit Albumosen_ beruht. 

Fassen wir kurz die erwiihnten Befunde zusammen, so 


ist hervorzuheben: 

1. Das Nucleohiston verbindet sich mit Albumosen salzartig, 
solange es in freiem oder dissoziertem Zustande ist, woraus 
folgt, daf die im Koérper selbst gebildeten oder kiinstlich in 
den Blutkreislauf hineingebrachten Albumosen von den Zell- 
substanzen aufgenommen oder fixiert werden kOnnen. 

2. Im Blutplasma konnte bei der von mir gewihlten Ver- 
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suchsanordnung weder Verbindungs- noch Restitutionsfiihigkeit 
bei seiner Einwirkung auf die dem Blutkreislaufe zugefiihrten 
Albumosen nachgewiesen werden. 


Tabelle X. 


-N-Menge N-Menge N-Menge_ 
des des des | 
Versuchs- Hundeblutplasma  Globulins Albumins | 
Milli- | in Milli- | in Milli- | 
grammen grammen grammen- 
1. | 2. J | 
30cem Hundeplasma | | 
12,2 66,9 120.0 199.1 
oline Zusatz | | 
30ccm Hundeplasma | 
l. | 9,5 71,7 113.7 1949 
mit Protalbumose | 
30ccm Hundeplasma | | | 
mit Deutero- 88 | 77,35 | 1158 | 2019 
albumose | | | | 
| | 
30ccem Hundeplasma | 
| 104 | 584 108.5 | 1783 
ohne Zusatz | 
30ccm Hundeplasma <5 | | 
568 106,7 174,6 
mit Protalbuimose | | 
30ccm Hundeplasma | | 
mit Deutero- | 108 | 598 | 1078 | 1784 
albumose | | 


Uber den EinfluB des Lecithins auf die Wirkung der 
Verdauungsfermente. 


Von 
Dr. phil. S. Kiittner. 


Mit einer Kurvenzeichnung im Text. 
(Aus dem chemischen Laboratorium des Institutes fiir Expermmental-Medizin 
in St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am &, Januar 1907.) 


Uber den Einflu’ verschiedener Stoffe auf die Wirkung 
der Enzyme legen in der Literatur viele Angaben vor. Man 
weil, dab Salze eine hemmende Wirkung ausiiben und Le- 
wites') stellt dariiber den Satz auf: «Salze schwiicherer Siiuren 
iiben eine grébere hemmende Wirkung als Salze_ stirkerer 
Siiuren aus, oder die Wirkung der Salze bei der peptischen 
Verdauung ist umgekehrt den Affinitéitskonstanten der Siiuren, 
aus denen die Salze gebildet sind». H. Braeuning schreibt 
in seiner Arbeit tiber die Geschwindigkeit der Fermentreak- 
tionen bei Zusatz chemisch indifferenter Stoffe ?): «Wahrschein- 
lich kommt bei der Geschwindigkeit der Fermentreaktion die 
chemische Wirkung der Elektrolyten auf die beteiligten Stoffe 
in Betracht, zum Teil auch die Beeinflussung der kalloiden En- 
zyme dureh elektrische Ladungen und endlich mag die noch 
nicht naiher bekannte sogenannte «Wirkung der Neutralsalze 
bei der Reaktionsgeschwindigkeit eine Rolle spielen. » 

Kr fand beziiglich der Einwirkung chemisch indifferenter 
Korper auf die Fermente oder speziell die Verdauungsfermente, 
dah Glycerin in Zusiitzen von O,5—4 eem auf 5 cem Pepsin 
den Wirkungsgrad von 31 mm_ verdauten Eiweibes bis auf 
10.8 mm heruntersetzt und bei Trypsin in Zusiitzen von 1 — 3 cem 
auf 3 com Trypsin von 50 auf 7,6. Er kommt zum Resultate. 


Diese Zeitschrift, Bd. XLVIL, S. 187. 
Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 70. 
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dali die Fermentreaktion um so langsamer vor sich geht, je 
mehr das Wasser des Mediums durch einen chemischen Korper, 
z. Bb. Glycerin, Harnstoff, Traubenzucker ersetzt wird. 
Beziiglich der Beeinflussung durch organische Stoffe resp. 
der im tierischen Organismus vorkommenden Siifte schreiben 
Firth und Schiitz!) der Galle und zwar speziell den gallen- 
sauren Salzen eine verstirkende Wirkung zu auf die fett- und 
eiweibspaltenden Fermente des Pankreas, nachdem schon lange 
vorher Nencki?) die befordernde Wirkung der Galle auf das 
Pankreassteapsin erkannt hatte. Hewlett®) schrieb dem Leet- 
thingehalte der Galle den fOrdernden EinfluB zu, wogegen Fiirth 
und Schiitz4) diese Ansicht nur beziiglich einer alkoholischen 
Lecithinl6sung bestiitigen, wiihrend sie dem Lecithingehalte allem 
diese Wirkung nicht zugestehn. Unsere Kenntnisse betretfend 
der dem Lecithin zukommenden physikalischen, chemischen und 
biologischen Eigenschaften sind durch die Untersuchungen der 
letzten Jahre bedeutend erweitert worden: wir wissen z. B., 
dafi es durch seine Viskositat und dergleichen, sowie durch 
seine Fahigkeit gleichzeitig mit Basen und Siiuren sowie auch 
mit andern Stoffen wie Eiweib, Zucker und dergleichen mehr 
Verbindungen einzugehn, imstande ist und dab ihm auf Grund 
dieser Kizenschaften diese oder jene Rolle bei verschiedenen 
Prozessen zuerkannt werden mub. Tatsiachlich wissen wir auch, 
dafi dem Lecithin bei den hamolytischen Prozessen sowie bei 
den Intoxikationen mit solchen Giften wie Kobragift die Rolle 
des Komplements —— im Sinne der Khrlichschen Seitenketten- 
theorie —— zukommt. Interessant ist auch die Beziehung des 
Lecithins zu Fermenten, unter anderm auch sein Vermoégen, 
Lab und Trypsin in sich aufzunehmen.®) Es war daher anzu- 
nehmen, dal das Lecithin die Verdauungsfermente selbst be- 
einflussen miisse, und darum veranlafte mich Frau Dr. N. Sieber, 
der ich an dieser Stelle fiir die Anregung und das erobe Inter- 


') Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. von Hofmeister, Bd. 1X, 8. 29, 
*) Archiv fiir exper. Pathol. u. Pharm., Bd. XX, 5. 367. 

*) John Hopkins Hosp. Bull., Bd. XVI, Nr. 166. 

*) E. Reiss, Berliner klin. Wochenschrift, 1904. 


} 
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esse bei meiner Arbeit meinen herzlichen Dank abstatte, dieser 
Frage niher zu treten. 

Zur Bestimmung der verdauenden Wirkung des Pepsins 
resp. des Trypsins gibt es eine ganze Reithe von Methoden, 
die man im allgemeinen in drei Abteilungen  cinteilen kann, 
namlich in solche, wo 

1. das unverdaute Eiweib, 

2. die aus dem Eiweif entstehenden Verdauungsprodukte 


und 
3. der unverdaute Riickstand und die Verdauungsprodukte 


resp. ihr Stickstoffgehalt gleichzeitig bestimmt werden. 

Am besten geeignet fiir die grobe Anzahl notig werden- 
der Versuche waren wegen ihrer leichten Ausfiihrbarkeit die 
in die erste Reihe fallende Mettsche und die der zweiten an- 
gehorige Volhardsche Methode.'!) Erstere Bestimmung ist so 
bekannt und so alllgemein angewandt, dab hier wohl von ihrer 
Besprechung abgesehen werden kann, letztere ist aber besonders 
in ihrer von LOhlein®) erweiterten Form noch neueren Da- 
tums und daher vielleicht nicht gentigend bekannt ge- 
wirdigt. 

Volhard veht vom Casein (Rhenania Aachen) aus, fiihrt 
dieses durch eine bestimmte Menge Normalsalzsiture in Acid- 
casein tiber, salzt mit Glaubersalz aus, filtriert und verbraucht 
dann zum Neutralisieren der tiberschiissigen, nicht an Casein 
gebundenen Siiure eine bestimmte Menge !/10-n-Alkali, die er 
als Titer der Stammlésung bezeichnet. Verdaut er nun eine 
bestimmte Menge Stammldsung, so entstehen aus dem Acid- 
casein unter Freiwerden von Salzsiiure Albumosen, eventuell 
auch Peptone, die beim nachherigen Aussalzen mit Glaubersalz 
und Titrieren im Vergleiche zur Stammlosung einen bestimmten 
Siiurezuwachs verursachen, der sich nach dem jeweiligen Ver- 
dauungsgrad richtet. Als Indikator diente bei den hier folgenden 
Versuchen Phenolphtalein, weleches unter anderen Indikatoren 
auch Volhard benutzte und das beim Titrieren auf eben ein- 
tretende Rosafiirbung in bestimmten Grenzen der Versuchs- 


') Volhard, Miinchner med. Wochenschr. 1903. Nr. 49. 
*) Hofmeisters Beitrage, Bd. VII, S. 120. 
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anordnung benutzt sehr gute Resultate gibt. Die Volhardsche 
Methode erlaubt auch die kleinsten in der Wirkung der Ver- 
dauungsfermente auftretenden Unterschiede festzustellen, wéhrend 
hier die sonst so handliche Mettsche Bestimmungsweise ver- 
sagt. Bei der Trypsinverdauung wurde von ihr aus diesen 
Griinden und wegen der noch tiber die Peptonisierung hinaus- 
gehenden Spaltung des Eiweibes tiberhaupt Abstand genommen. 


I. Versuche mit Magensaft. 
A. Wirkung des Lecithins auf proteolytisches Ferment. 


Zur Verfiigung standen 500 ccm auf einmal gesammelten 
Magensaftes des Fistelhundes «Diana». 

Es wurden damit noch am selben Tage 4 Versuche mit 
Mettschen ROhrchen mit koagulierltem Kiereiweif angesetzt. 
Die Réhrehen standen 24 Stunden im Thermostaten bei 37° 
10 com Magensaft brauchten bet der Titration 16,16 cem '/10-n- 
KOH bei Phenolphtalein als Indikator. 

Tabelle 


Versuchsreihe nach Mett mit je zwei Eiweifrohrcehen. 


| | | 
einer. Zu- resp. Ab- 
Magen- Wasser- 1,429 °/ vigen | an | Ver- nahme 
| | wiisserigen Lecithin | vegeniiber dem 
Nr.) saft | zusatz thi | daut | p 
lésung Magensaft ohne Lecithin 
incem!incem) jin eem berechnet mmf. 
| | | mm | In 
| | | | 
a = | OAT6 4,69 10 
| 
2a 3 0.095 — 0,06 | — 14 


Der Prozentgehalt an Lecithin wurde in der Weise auf 
den Magensaft bezogen, daf die in der betreffenden Lecithin- 
ldsung enthaltenen Gewichtsmengen Lecithin prozentualiter auf 
die verwandte Menge Magensaft ausgerechnet wurden. So war 
bei la auf 3 cem Magensalt 1 cem wiisserige Lecithinlésung 
= 0,01429 g Lecithin genommen; und dieses bedeutet auf 
100 cem ausgerechnet in diesem Falle 0,476°/o. 
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Die Lecithinl6sung war dargestellt aus Kahlbaumschem 
Lecithin durch Emulgieren mit warmem Wasser von ca. 60°. 

Aus der Tabelle I geht hervor, dab bei einem Lecithin- 
zusatz von O,476°/o bei La, gegeniiber dem Parallelversuche 1 
ohne Lecithin eine Steigerung von 10°,o an verdautem Eiweil 
stattfand, dagegen bei 2a, d. h. bei 0,095°/0igem Lecithinzusatz 
vegentiber dem Parallelversuche 2 eine kleine Abnahme von 
Q.06 mm = 1,4°/o konstatiert werden konnte. 

(ileichzeitig ist aber bei 2 gegeniiber 1 eime kleine Zu- 
nahme zu bemerken, was ja in der gréferen Konzentration des 
Magensaftes seine Erkliirung findet. 

Mit demselben Magensaft wurden noch am gleichen Tage 
auch die Versuche nach Volhard begonnen und zwar nach 
der von LOhlein?) modifizierten Methode in Form einer Na- 
triumeaseinlésung, Dazu wurden 50 g Casein auf 11 mit 40 cem 
gelést: zur Uberfiihrang in Acidcasein werden vor 
sedem Versuche je 100 com dieser L6sung mit 11 1/1-n-HC! 
umvesetzt, mit Wasser auf 300 cem verdiinnt, auf 40° erwarmi 
und f Stunde bei 40° verdaut. Nach dem Aussalzen mit 100 cem 
einer 20°/oigen Glaubersalzlésung wird der jeweilige Aciditats- 
zuwachs In? nach Abzug der Aciditél der Stammlodsung 
und des Magensailes ermittelt und diese Aciditétszunalime nach 


der Formel 1 auf Vothardsche Pepsineinheiten 


umgerechnet, 

Der grobercn Genauigkeit halber wurde hier mit !/g0-n-KOH 
titriert’ und das Resultat jedesmal in Kubikzentimetern dieser 
vo-n-KOH, auf com Magensaft berechnet, ausgedriickt; vor, 
einer Umrechnung auf Volhardsche Pepsineinheiten wurde aus 
hestimmten, an anderer Stelle noch naiher auszuftihrenden Grtin- 
den abgesehn. 

Resultat der Tabelle II ist em ganz geringer Siiurezuwachs 
gegeniiber dem Versuche ohne Lecithinzusatz. 

Im niachsten Versuche Tabelle Hl wurde die starke Ver- 
diinnung mit Wasser weegelassen und nur so viel Wasser zu- 


‘') Hofmeisters Beitrage, Bd. VI, S. 123. 


| 


|| 
Nr. 
5) 
5) 
4 
{ 
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gegeben, dafs das Volumen der Verdauungsiliissigkeit mit der 
Verdiinnung, die durch Zugabe der Lecithiniésung entstand, aus- 
Die Konzentration war hier dreimal gréber 


geglichen wurde. 
Die Verdauungszeit wurde 


als bei den Versuchen Tabelle IU. 
auf 3/1 Stunde herabgesetzt. 


Tabelle II. 

78.8 cem 
16.60» 

G.01429 Lecithin. 


Stammidsnng 
Saftaciditét fiir 5 ccm Magensaft 
1 Leeithinlésung enthielt 


Vol- Ma: Ver- | Lecithin- Sdure- 
hard- ,|Casein |Wagseri daut zuwachs in gegen den 
Nr.’ sche He] saft in pro Parallelversuch 
josung) IN in cen | Stun- ohne Lecithin 
in eem in com le Magen- KOH Mayen- 
In com agen saft ecin salt in com In 
100 5 19 5 69 13.8 
100 11 | 190 1 75 143 | 69.4, 13,88 H-0.08'+- 0.58 
Tabelle U1. 
Lecithinldsung wie bei Tabelle I. 
 hard- Wasser daut senate in zuwachs pro gegen den 
sche HCl saft in cem Magen-} Paraliclyorsuch 
Lisung in . in ce Stun- "19 safft in cem | ebne Lecithin 
in cem| ™ ““™ in de Magen- bat K( 
in ¢cm | eh salt /zo-N- ) incem! in %, 
10 Od 4/4 6.0 
10 0,5 2 I $1) 1,48 6,0 +0 +0 
10 43 Sig 2 2,86 6.8 + 0.8 13,33 
t 10 0,5 11 /4 3 | 4,29 a7 031-5 


Man sieht also hier bei 2,86°/oigem Lecithinzusatz ein 
starkes Anwachsen der Aciditiit, niimlich 13,25°/o, das aber 
bei erhOhtem Lecithinzusatze gegeniiber dem Parallelversuche 
ohne Lecithin in ein Minus umschliigt. Das Lecithin wirkte also 
in einem Falle weder beférdernd noch verzégernd, im andern 
stark befordernd und im dritten sogar verzégernd. Im Vergleich 
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zur Tabelle Il ersieht man, da bei 1,43°/oigem Lecithinzusatz 
dort eine minimale, hier gar keine Steigerung der Aciditat eintrat. 

Es ist schon in der Einleitung erwiihnt worden, dab Salze 
auf die Verdauung verzégernd cinwirken: der des Koch- 
salzes, entstanden durch die Neutralisation der Natriumcasein- 
lGsuny mit Salzsiiure, mul} also hier wohl auch verzégernd ge- 
wirkt und die bei der Verdauung an und fiir sich nicht einfach 
lievenden Verhiiltnisse noch mehr kompliziert haben. Es wurde 
daher, wie auch Volhard friiher schon getan, vom Casein als 
solchem, nicht aber vom Natriumcasein ausgegangen. Dieses 
libt sich sehr gut in Losung bringen, wenn man es vor der 
Siiurezugabe mit Wasser von d0—55° anfeuchtet und gut um- 
schiitlelt. Die hier bezeichneten Wasserzusiitze beziehen sich 
also auf erwirmtes Wasser. Die Lecithinlésung war dieselbe 
wie in den vorigen Tabellen. 

Tabelle LY. 
Stammlésung und Sattaciditit 11.7 cem 20-n-KOH. 
Verdaut ber 40°. 1.429% o1ge Lecithinldsung. 


| Ca- Was- | Ma- | Ver- Lecthin- Siiure- Zuinahme 
| sein HC} ser daut ausal 

eam Stunde com 1 y9-n-KOH ecm 

2/051 7 2) 3/4 1,43 8.5 +. 02 24 
31 7 19 2 2.86 7.6 — 0,7 |— 85 
| 7 18 3 | 4,29 7,4 — 0,9 | 108% 


Im Vergleich zu Tab. HI ist der Siiurezuwachs in den beiden 
Parallelversuchen ohne Lecithin Tab. HI, 1 und Tab. IV, 1 von 
6 auf &3 !20-n-KOH gestiegen, was wohl in der Besei- 
tigung des stérenden Einflusses des Kochsalzes seine Erkliarung 
findet: ferner ist hier bei 1,43 °,oigem Lecithinzusatz gegentiber 
dem gleichen Zusatze bei Tab. III eine Steigerung von 2,4°/o, 
andererseits aber, wo dort bei 2,86°/oigem Lecithinzusatz das 
Maximum der Begiinstigung, niimlich 13,33°/o war, hier bereits 
eine starke Verzégerung von 8,5°/o eingetreten. Wihrend fernet 
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dort bei 4.29 °%/o die Begiinstigung von 13,33 auf eine Verzégerung 
von 5°/o tiberging, stieg sie hier nur um weniges, niimlich auf 
10,85°%o. Die Beseitigung des Kochsalzes hat also den begiin- 
stigenden EinfluB des Lecithins entweder stark abgeschwiicht 
oder der begiinstigende EinfluB des Lecithins ist bei Abwesenheit 
von Kochsalz in den Grenzen von O—1,43°oigem Lecithin- 
zusatz zu suchen. Um dieses festzustellen, wurde der tolgende 
Versuch mil Lecithinzusaétzen zwischen O— 1,45°,0 gemacht. 

Die Stammlésung wurde mit den 6 Parallelversuchen 
gleichzeitig 1 Stunde im Wasserbade bei 40° gehalten. 

Aus der Tabelle V geht deutlich hervor, dafi das Maxi- 
mum der Begtinstigung durch Lecithinzusatz unter 1,43 liegt 
und zwar zwischen 0,572 und 0,838 °/0: man sieht auch ferner, 
dal diese Begiinstigung schneller hinaufsteigt und allméhlicher 
herunterfallt; denn wiihrend noch bei geringerem Lecithinzusatze 
die Kurve iiber 5,85 nach 15,38 sich erhebt, fiillt| sie all- 
miahlicher von 15,58 tiber 11,53 nach 3,85. Stellt man_ sich 
diesen Vorgang graphisch dar, indem man den Siiturezuwachs 
in Prozenten auf die Ordinate, den Lecithinzusatz in Prozenten 
anf die Abszisse auftriet, so erhilt man folgendes Bild: 


ren 
|. 
10 
X 
| | | 
| 
} | 
| | 
| | 
| : 
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Tabelle V. 


1 Stunde verdaut. 


1 cem Magensaft mit 30 cem Wasser brauchte 3.4 ecm 'zo-n-KOH. 


Siiure- Zunahime im Ver- 

Casein ‘/to-n-HCl =Wasser Lecithinzusatz zuwachs pro gleich zum Parallel- 

satt vers ne 

Nr. in Magen- ersuche oh 

in in in in Lecithin 
in ; saft in 
Stunden 
| eo-n-KOH 
g ecm com com ecm ccm 
05 7 2+ -- - 4.6 
lOsung 

2 0.5 7 22.8 | I 0.2 0.286 10.8 (4 3,85 
3 OD 22.6 572 12.0 1.6 4- 15,38 
4 OD 7 22 4 | 0.6 O.838 12.0 1.6 +. 15,58 
0.5 7 22,2 0.8 1. 11.6 OS 11,53 
6 O.5 7 22,0 | 1.0 10.8 3,85 


( 
Nr. 
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Die untere Hilfte des Koordinatensystems ist mit Hilfe 
des vorigen Versuchs entstanden. Wenn man sich niimlich 
vorstellt, dab bei 1,43°/0 dort 2,4, hier dagegen 3,85 Siiure- 
zuwachs waren, so mufs man bei 2,86°/oigem Lecithinzusatz 


— &5 + 1,45 = — 7 und bei 4,29%oigem Lecithinzusatz 
— 10,85 -- 1,45 = — 4,4 setzen. Man kommt so zu den Punkten 


F und G, wiihrend man auf der positiven Hiilfte als Sehnitt- 
punkte von Siéiurezuwachs und Lecithinzusatz die Punkte A, B, 
C, D und FE gefunden hat. Verliingert man AB iiber B und 
DC tiber C hinaus, so erhiélt man den Schnittpunkt X, von 
dem aus die Senkrechte auf die Ordinate gezogen, der Punkt P 
sich finden lift, der das Maximum der Begitinstigung durch 
Lecithin geben mubte: In diesem Falle also 0,675 °/o Lecithin- 
zusatz oder auf 1 com Magensaft gleich 0,00675 g¢ Lecithin. 

Betrachtet man die Kurve niiher, so sieht man, dal sie 
in zwei Teile zerfallt, namlich in einen steil aufsteigenden ersten 
und einen allmithlich abfallenden zweiten. Es macht den Kin- 
druck, als ob sich verschiedene Einfliisse des Lecithins geltend 
machen, die verschiedenen Umstinden zuzuschreiben sind. Viel- 
leicht spielt das Lecithin hier die Rolle eines Zwischenkérpers 
oder Aktivators, oder es ist Antiferment, wenn solches zugegen, 
durch dasselbe beeinflubt worden. 

Der folgende Versuch hatte den Zweck, den Punkt X der 
vorigen Zeichnung experimentell festzulegen. Dazu wurden die 
Lecithinzusatze zwischen 0,286—0,714°/o0 gewiihlt. Der Versuch 
wurde sonst unter den gleichen Verhaltnissen wie der vorige, 
nur mit der fiinffachen Menge gemacht. 


Tabelle VI. 


1,429° oige Lecithinlésung. 


| | | Ver- Lecithi Siiurezuwachs}| Zunahme 

Casein’! Wasser Magen daut in '/eo-n-KOH] im Vergleich 
Nr. HCl | saft | in ' auf zu 0,286 °/o 
ing |. __ | Stun- in 5ecem teem] Lecithinzusatz 

| den | cem % Magensaft Jin cem in 

25 | 38 | 11645 5 | 1 1 (0286 524 1048 — — 

2 BH | 116 5 | 1 1,5 (0428 | 62,8 12,56] 2,08 19,84 

6.25 | «(85 | 1155 5 | 1 2 0,572 | 62,6 | 12,52 | 212 19,42 

25 35 115 5 1 2.5 (0,714 | 62,0 124 2,0 18,32 
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Man sieht auch hier wie bei Tab. V einen ziemlichen 
Sprung von O,286°%/9 nach 0,572 °/o, der aber schon bei 0,428 °/o 
seinen H6hiepunkt hat und bet 0,714°/o nieht besonders fiailt. 
Ks ist vielleicht moglich, dab-das Begiinstigangsmaximum. hier 
zwischen 0,428 °/o und 0.572°/o liegt und dann allmiihlich tiber 
0.714%/o nach O858°o und dann noch weiter fillt. Es geht 
aus diesem Versuche hervor, dali der Punkt der héchsten Be- 
giinstigung sich nicht genau feststellen libt. vielleicht weil sich 
sehr schnell der stOrende Kinflub des Lecithiniiberschusses be- 
merkbar macht. 

Die obigen Versuche hatten sich mit demselben Magen- 
safte tiber die Zeitdauer von 10 Tagen erstreckt; der Magen- 
saft war wiihrend dieser Zeit bei ungefihr 10° C. gestanden 
und hatte nach und nach in seiner proteolylischen Wirkung 
abvenommen. Es war daher interessant, auch einen frischen 
Magensaft bei gleichen Versuchsbedingungen auf seine beein- 
flussung durch Leeithin zu priifen. 

Die hier folgenden Versuche wurden mit einer kleineren 
Portion von 200 cem an drei aufeinander folgenden Tagen mit 
verschiedenen Zusiitzen Lecithin unter sonst gleichen Versuchs- 
bedingungen wie den bei der letzten Tabelle angefiihrten aus- 
gefiihrt. Die einzelnen wagerechten Reihen geben direkt die 
Aciditiittszunahme in bei den angefiihrten Prozent- 
zusiitzen Lecithin an, die senkreecht unter einander stehenden 
die entsprechenden Versuche der drei aufeinander folgenden Tage. 


Tabelle Vila. 

2.5 g Casein, 115 com Wasser, 35 ccm '/io-n-HCl, 5 ccm Magen- 
saft und dem héchsten Lecithinzusatze entsprechende Wasserausgleiche. 
1° cige wiisserige Lecithinemulsion (Merck). 

Verdaut 1 Stunde bei 40°. Siiurezuwachs in ' 20-n-KOH. 


— 


Lecithinzusatz in Prozenten , Ohne | 0,2° | 0.4°%o 0,5°%o | 0,6 0,8" 


! | 
16. XI. 06 62,2 | 566) — | 
17. XL. 06 58,2 | 56,2 | 55,8 | — 57 | — 
| | 


18. XI. 06 542 | 520; — | — | — 
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Im Gegensatz zu den friiheren Versuchen mit Lecithin- 
zusatz sieht man hier zuniichst bei den kleinsten Zusiitzen ein 
Fallen der Aciditiit, das sich beim erhdhten Zusatz noch steigert, 
um dann wieder abzunehmen. Die folgende Reihe soll die Ab- 
nahme in Prozenten gegeniiber dem Versuche ohne Lecithin 


klarlegen. 
— 
Lecithinzusatz in Prozenten Ohne 0,2°/0  O,4° 0 0,6 %o 
| 
16. XL. 06 
17. XI. 06 — |—343\—412) — — 
18. XI. 06 = 


Es wird also der verdauungsstOrende Einflub von Tag zu 
Tag geringer, wiihrend aber auch gleichzeitig die verdauende 
Kraft des Magensaftes, wie es aus den tiglichen Proben ohne 
Lecithinzusatz hervorgeht, von Tag zu Tag abnimmt. So niihern 
sich die Werte ohne und bei 0,2°/oigem Leeithinzusatz eimander 
immer mehr und es ist erklérlich, warum sich bei der friiheren 
Portion Magensaft in der Kurve, die mit einem ca. 8-—9 Tage 
alten Magensafte aufgestellt wurde, tiberhaupt zuerst kein sté- 
render Einflu8{ des Lecithins bemerkbar machte. Es ist wohl 
mit ziemlicher Sicherheit anzunehmen, daf das Lecithin im obigen 
Versuche bei richtig gewihltem Leeithinzusatze noch befOrdernd 
gewirkt hiitte, was durch folgenden Versuch noch bekriiftigt wird. 
Derselbe wurde unter sonst gleichen Versuchsbedingungen nur 
bei 40 Minuten Verdauungsdauer ausgefiihrt. 
Tabelle VIIb. 
Verdaut 40 Min. bei 40°. Saéurezuwachs in '/20-n-KOH. 
| 


in Prozenten hon 0,3 | 0,6 | 09 | 1,2 | Ld | 1.8 
Cx | | | | 
Siiurezuwachs in 44 | 404 438 458 43 41 | 406 


'/go-n-KOH 


Befordernder 
resp. verzOgernder 
Einfluf des Lecithins 

in Prozenten 


| | | 
| 


| | 
— 8,18 — 0.45 4 4,09 — 2.32 — 6,81 — 7,73 


| | 


| 
| 


33* 
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Es ist also hier bis 0,6°,0 Lecithinzusatz noch ein ver- 
zogernder, dann bei 0,9 ein bef6rdernder und dann bei er- 
hohtem Zusatze ein ansteigend verzOgernder EinfiuB des Lecithins 
zu bemerken. Man sieht aber auferdem noch, dai zu diesen 
komplizierten Verdauungsvorgiingen bei Lecithinzusatz noch ein 
neuer Faktor hinzukommt, niimlich Verdauungszeit. 

Ks scheint also das Lecithin in seiner befOrdernden Wir- 
kung erst dann zur Geltung zu kommen, wenn fiir die Verdauung 
ungtinstige Verhiéltnisse gesechaffen sind, z. B. die Verdauung in 
ein langsameres Stadium getreten ist. So wirkt auch das Le- 
cithin dann friher befordernd, wenn der Magensaft in seiner 
proteolytischen Wirkung z. durch langeres Stehen zuriick- 
gegangen Ist. 

Ks war daher interessant, einen durch Stehen im Thermo- 
staten abgeschwiéchten Magensaft auf sein Verhalten dem Leci- 
thin gegeniiber zu prifen. Dazu diente eine neue Portion Magen- 
salt desselben Hundes, von dem die eine Portion kalt, die andere 
im Thermostaten bei 37° gehalten wurde. Dem in den Thermo- 
staten gestellten Magensafte wurde ein kleines Stiickchen Thymol 
zugegeben. Die folgende Tabelle wurde mit dem 2 mal 24 Stunden 
kalt gestandenen Magensafte angefertigt. Die Lecithinlosung war 
1°» und frisch aus Merckschem Lecithin dargestellt. 


Tabelle IX. 


Versuchsreihe nach Mett mit je 2 Réhrchen. 
Verdaut 10 Stunden im Thermostaten bei 38°. 


Ma- Wasser- Zusatz einer Prozentgehalt Ver- | Zunahme gegen- 

gen- | zusatz “joigen Le- des Lacthinn daut liber dem Ver- 
Nr. cithinlésung such ohne Leci- 

in auf Magen- in thinzusatz in 

ecm ecm | saft bezogen | mm} mm %o 

| | | | 
2 6 io | 
tal 2 5 | 0,5 | 41/5 | + 3/5 | +10 
ib} 2 | 4 2 | 1 16,66 
| 

2a 05 | 5% | — |— 667 
3 2 “ | +O | + 0 
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Man sieht hier bei dem aufs Vierfache mit Wasser resp. 
Lecithinzusatz verdiinnten Magensafte bei 0,5°/o und 1°/o Le- 
cithinzusatz eine verdauungsf6rdernde Wirkung von LO und 
16,66 °/o. — Vergleiche Versuch 1 mit la und 1b. — Dagegen 
aber bei dem unverdiinnten resp. nur auf die durch Lecithin- 
zusatz entstandene Verdiinnung gebrachten bei 0,5°,0 Lecithin- 
zusatz eine verdaunngshemmende Wirkung von 6,67° 0. Kein 
merklicher Unterschied aber ist zwischen 2 und 3d. h. einem 
ums Dreifache mit Wasser verdiinnten und einem unverdiinnten 
Magensafte zu bemerken. 

Die Versuchsreihe nach Mett mit dem 2 mal 24 Stunden im 
Thermostaten gestandenen Magensafte ergab folgende Resultate: 


Tubelle X, 
Versuche nach Mett mit 2 4 24 Stunden im Thermostaten gestandenem 
Magensafte. 
Verdaut 10 Stunden im Thermostaten bei 38°. 


Ma- Was- Zusatz einer Prozent- Physiol. Zunahme gegen- 
gen-| ser- 1° igen Le- des NaCl- liber den Ver- 
| ecithins aau 
Nr.) saft zusatz) cithinlésung Lésung suchen ohne Le- 
| « 
in in in Magensaft. cithinzusatz in 
ecm) ccm cem bezogen ccm mmf mm 
| | | 
2 2, 5 l + 13,33 
2 | 3 3 1.5 2 33,50 
) 2 2 2 ! 6.66 
2a; 2 3 2 2 +. 6,66 
2b; 2 2 2 2 — —20 


Hier tibte das Lecithin bei 0,5°/o Zusatz bereits einen be- 
fordernden Einflu8 von 13,33°/o aus, der sich bei 1 und 1,5°/o0 
auf 33,33 steigerte, um dann bei 2°/o wieder stark abzufallen. 
Der stark befordernde EinfluB von 1°/o Lecithin wurde bei 
! ecm physiologischer Kochsalzlésung auf 6,66°/o herunterge- 
driickt, um bei noch gesteigertem Zusatze auf — 20°/o herunter- 
zugehen, 
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Im Vergleich mit Tabelle IX ist die verdauende Kraft des 
Magensaftes durch 2 mal 24 stiindiges Stehen im Thermostaten 
von 3% 4 auf 17s mm, also um 50°/o zuriickgegangen. Ferner 
ist zu ersehen, dah bei dem im Thermostaten gestandenen Magen- 
saft durch Lecithinzusatz eine bedeutend hohere Beforderung 
erziell werden konnte. 

Der 48 Stunden kalt gestandene Magensaft wurde mit dem 
im Thermostaten gestandenen auch nach Volhard nach 24 
und 48 Stunden in seiner Verdanungskraft gepriift: dabei hatte 
der im Thermostaten gestandene im Verhiiltnis zu kalt 
gestandenen abgenommen nach 

2% Stunden um 19,42 % 

» 42.48%], 
Mit dem nun so in seiner Verdauungswirkung stark geschwiichten 
Magensafte wurden unter verschiedenen Lecithinzusiitzen nach 
Volhard folgende Ansiitze gemacht. 


Tabelle XI. 


Verdaut ber 40%, Lecithinlésung 1°/o von Merck. 


| Magen- Lecithin- fin cem im Vergleic! 
(Casein Wasser daut 
Nr HC] zusatz KOH pro zum 
in eem in com in deem 1 cem Johne Lecithin) 
nuten 
eem Magensaft cem 
| | | | 
l 2.0 115 W 0 — 34.4 658 
2} 25 3d 114 | 40 0,2 | 35,4 7,05 | 0,17 | -- 247 
31 25 3d | 113 | 40 2 | | 362) 7,24] 036 52 
25) » | 0 | 3 06 | 380) 76 | = 
25 BO 111 39,0 7,8 0,92 1337 
| j | 
25 | | 115 5 | 0 | O | — | 340!) 68 | 008) — 1h x, 
1 und 6 waren ohne Lecithinzusatz und zwar aus fol- Dia 
gendem Grunde. Um ganz genau nach der Sekunde jeden Versuch . 4 
in Wirkung treten zu lassen und dann nach der bestimmten 9 


Zeit ausschalten zu kOnnen, wurde jeder folgende Versuch 1 Mi- 
nute spiiter als der vorhergehende mit Magensaft versetzt und 
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nach abgelaufener Verdauungszeit mit Glaubersalz gefiillt. Der 
Versuch 6 diente als Kontrollversuch zu 1, um zu zeigen, um 
wieviel die wiahrend des Versuchs eintretenden Temperatur- 
schwankungen vom Einstellen des ersten bis Herausnahme des 
letzten das Resullat beeintlussen konnten. Man sieht. dab die 
Verschiebung eine sehr geringe war und daf das Resultat hOch- 
stens im verdauungstOrdernden Sinne hiitlte beeintlubt werden 
kOnnen. 

Ks geht aus dieser Tabelle hervor, dali das Leeithin 
bei diesem durch Wiirme beeinflubten Magensafle verdauungs- 
fordernd gewirkt hat. Die Steigerung geht progressiv weiter 
und hat wahrscheinlich bei 0,8°/o Lecithinzusatz noch nicht 
ihren Hohepunkt erreicht. Im Vergleich zu ‘Tabelle V liegt das 
Maximum der Begiinstigung hier hoher. Wiihrend dort’ bei 
0,6°%/o die hochste befOrdernde Wirkung des Lecithins, niimlich 
15,58 °/o erreicht war, steigt sie hier, wenn auch allmiihlicher, 
von 10,46°/o bet 0.69/o Lecithinzusatz auf 13,37°/o bet 
Lecithinzusatz. 


II. Versuche mit Pankreassaft. 
A. Wirkung des Lecithins auf proteolytisches Knzym. 
EKbenso wie beim Magensafte wirkt auch beim pankrea- 
lischen Safte der Lecithinzusatz teils befordernd, teils verzégernd 
auf die Verdauung ein. Die einschligigen Versuche wurden 
nach der von LOhlein modifizierten Volhardschen Methode 
gemacht mit einer alkalischen Caseinlésung, die pro Liter 50 ¢g 

Casein gelést in 40 cem 3/1-n-NaOH enthielt. 

Tabelle 


Verdaut bei 40°; 1,1697°%/ige wisserige LecithinlOsung Kahlbaum. 


Vol- Ver- ‘Pankreas- Lecithin- Siiure- Zunahme 
hard- Casein|Wasser daut saft zusatz in zuwachs in gegen den 


Losung) ing |in cem Stun- | 


Nr.) sche | in | unver- feem auf] Parallelversuch 
| diinnt zum Leem] ohne Lecithin 


ineem den in ccm }Pankreassaft} Pankreassaft]}in cem in 
' 
| | 
1 100 5 280 237,50 47,5 
100 279 5 | 0,24 | 224.7) 44.941— 2,56 — 5,39 


100 | 5 | 278 2 0,48 | 217.1 43,42 |— 4,08 — 8.6 


iol 

nu 

24 

331 
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Der Pankreassaft war aus der Abteilung des Herrn Pro- 
fessor Pawlow und war vorher mit Darmsaft aktiviert wor- 
den. Es wurden dazu auf 80 ccm Pankreassaft 1 cem Entero- 
kinase genommen und durch 3! 2stiindiges Stehen im Thermo- 
staten aktiviert. 

Unter diesen Verhiiltnissen hatte das Lecithin auf die 
Verdauung verz6gernd eingewirkt und zwar bei 0,48°/o mehr 
als bet 0,249 0. 

Zu den niichsten Versuchen wurden je 50 cem Volhard- 
sche Caseinlésung genommen, dieselbe mit Wasser auf 250 cem 
verdiinnt, dazu stets ein und derselbe Lecithinzusatz gemacht 
und mit verschiedenen Mengen einer 10°/oigen Pankreasl6sung 
3/g Stunden bet 40° verdaut. Die in jeder Versuchsreihe an- 
gefiihrten zwei Parallelversuche wurden stets zu gleicher Zeit 
in einem Wasserbade, also unter genau den gleichen Versuchs- 
bedingungen ausgefiihrt. Leider zogen sich die in den drei 
Versuchsreihen angefiihrten Versuche iiber eine Zeitdauer von 
3 Tagen hinaus, so dafi der Pankreassaft sich, obgleich er kalt 
stand, etwas veriindert haben mag. Auch mégen wohl die Tem- 
peraturen, obgleich peinlich auf die Verdauungstemperatur ge- 
achtet war, nicht ganz genau die gleichen gewesen sein. Klei- 
nere Differenzen in der ergiinzenden Zusammenstellung sind 
daher nicht ausgeschlossen, doch sind jedenfalls, worauf es am 
meisten ankommt, die Parallelverhiltnisse unter genau den 
gleichen Verhiiltnissen ausgefiihrt worden. 

Aus dieser Versuchsreihe geht hervor, dab unter bestimm- 
ten Konzentrationsverhiltnissen — in diesem Falle bei einer 
Caseinl6sung und ca. 1°/oigen Lecithinzusatze auf das 
Casein bezogen — bei gewissen Zusiitzen an Pankreassaft eine 
verdauungbegiinstigende Wirkung erzielt werden kann. Man 
sieht, dal} bei 1,56°/oigem Lecithinzusatz die verdauungstorende 
Wirkung 1,66°/o ausmacht, bei 1,95 schon weniger, niimlich 
1,5°/o, bei 2,33°%'o ist auf einmal eine bedeutende Steigerung 
von — 1,5 auf -) 9,29, also um 10,79°/o eingetreten; dann fallt 
diese Steigerung bei 2,93 auf 2,33°/o, d. h. um 6,96°/o herunter, 
wirkt aber noch immer begiinstigend und geht dann bei hoheren 
Lecithinzusiitzen in eine verdauungstOrende Wirkung -tiber. 


| 

Z 

4 

el 
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Tabelle XIII. 
Verdaut bei 40°; wiisserige 1,17°%oige Kahl baumsche Lecithinlésung. 
| Ca- | Was- Ver- 10° vige Lecithin. Siéiurezuwachs inf Zynahme 
|  Pan- cem gegen den Pa- 
sung | in Mie | losung ohne Lecithin 
| litriert in 
nuten 
em | g | cem ecm salt cem 
| | | 
1. Versuchsreihe. 
| | 2,5 | 250 45 5 — — | 603 1206 — 
50 | 2,5 | 249 4h | 5 | 2.34 65,9 F4- 112 
? 50 | 25 | 250 | 4 1 —| 1670 
2a) 50 2,5 | 249 45 1 11,69] 159) 1590 8 |—48 
2. Versuchsreihe. 
3 | 2,5 | 250 45 —| —f| 733 97,7 
BO | 156] 721, 961 | — 1.6 —1,66 
( 580 | 25 | 250; 4 | 25 | —| —] 330; 1320 - 
ia 468] 1296 2.4— 181 
3. Versuchsreihe. 
50 | 2,5 | 250 45 6 — | — | 679 | 113,2 
ja} | 26 | 249 | 1 1,95) 669) 1115 | —1,7\—-155 
6 | 50 | 25 | 4 | | —| 415) 1287) — | — 
| 249 | 1 2.93) 52.7 131.75 3 Lass 


dU cem 


Zusammenstellung. 
Volhardsche Loésung enthaltend 2,5 g Casein auf 240 ecm mit 


Wasser verdiinnt, unter Zugabe von 1 ccm Lecithinlésung — 0,011697 g 
Lecithin 45 Minuten verdaut. 
| Lecithin- Siiurezuwachs 
_Pankreassaft in "xo-n-KOH auf t cem resp. 
Nr. | Pankreassaft berechnet 
in in Abnahme in 
| ohne mit 
com | Lecithin Lecithin 
1; 0,75 1,56 97,7 96,1 — 1,66 
2 0,6 1.95 113,2 111.5 — 15 
2 33 120,6 1318 4.9.29 
4 (0,4 2,93 128,75 131,75 +. 2.383 
5 | (0),25 4,68 132,0 129.6 — 24 
6 | 0.1 11,7 167.0 159.0 — 48 


490 S. Kiittner, 


In der vorigen Versuchsreihe war das Verhiiltnis von 
Casein zu Lecithin ein konstantes, verindert wurde aber der 
Gehalt an verdauender Kraft, in’ diesem Falle der Pankreas- 
saft. Es war nun interessant zu erfahren, wie sich das Resul- 
tat verandert, wenn das Verhaltnis von Verdauungsobjekt und 
verdauender Kraft unveriindert bleibt, dagegen aber der Licithin- 
gehalt- variiert wird. Als Verhiiltnis zwischen Casein und Pan- 
kreassaft wurde dasjenige gewiihit, welches in obiger Zusam- 
menstellung das giinstigste Resultat ergeben hatte, niimlich aut 
2.0 ¢ Casein 0.5 com Pankreassaft. Die sonstigen Versuchs- 
bedingungen blieben dieselben. Der Pankreassaft war inzwischen 
eine Woche iilter geworden. Die vier Versuche wurden in einem 
Wasserbade angesetzt. 

Tabelle XIV. 

5) cem Volhardsche Lésung mit 2,5 g Casein auf 250 cem mit 

Wasser verdiinnt, mit 0.6 cem Pankreassaft 45 Minuten verdaut. 


Pank Lecith; Siiurezuwachs Zunahme im Ver- 
in ‘20-n-KOH gleich zum Versuche 
Nr. saft zusatz auf 1 cem ohne Lecithin 
-pagec: 
Pankreassaft ineem 
in cem in srechne 
berechnet '/so-n-KOH. 
2 05 ines 116.8 +6 | -+ 531 
3 OD 234 115.8 +5 | + 45 


Im Vergleich zum Parallelversuche Tab. XII, 1. Versuchs- 
reihe Nr. 1 ist der Pankreassaft von 120,6 ccm titrierten !/20- 
n-KOH auf 110,8 com heruntergegangen, d. h. um 8,2°/o, in- 
folgedessen hat sich auch das Verhiltnis zwischen Verdauungs- 
kraft und Verdauungsobjekt verindert. Man sieht aber immer- 
hin, dab das Lecithin hier in jedem Falle gegeniiber dem Pa- 
rallelversuche ohne Lecithin) befOrdernd gewirkt hat. Trotz 
dieser groben Veriinderungen im Lecithinzusatze von 1,17—6,78°/o 
hat sich aber das Resultat in der Begiinstigung nur um 1,71 
verschoben. 
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Aus diesen beiden letzten Tabellen lift sich foleender 
schluf ziehen: das Lecithin wirkt in der pankreatischen Ver- 
dauung wie bei der peptischen befordernd bei einem bestimm- 
ten Verhiiltnis zwischen Verdauungsobjekt) und verdauender 
Kraft. Es scheint dabei in einem bestimmten Zusatz das Maxi- 
mum der Begiinstigung zu veranlassen, wiihrend ein Uberschub 
stort. 


b. Auf fettspaltendes Enzym. 


Um festzustellen, ob durch Lecithinzusatz die Pankreas- 
lipase befordert wird, wurden folgende Versuche angesetzt. Der 
-ankreassaft war frisch und vorher wie zu den proteolytischen 
Versuchen mit Enterokinase aktiviert worden. Als Versuchs- 
objekt diente der Monobutylester des Glycerins 1 °/oiger 
wisseriger Losung. Es wurden zu gleicher Zeit 3 Parallel- 
versuche angesetzt und zur Verhinderung einer eventuellen 
Bakterienbeeinflussung jedem Versuche 2 Tropfen Chloroform 
zugesetzt. Die drei Reagenzrohrchen standen 24 Stunden im 
Thermostaten bei 37°. Jeder Versuch wurde doppelt ange- 
setzt und das Mitte! von den beiden Ansiitzen genommen. Auber- 
dem wurde zur Kontrolle jeder Ansatz in der betreflenden Ver- 
diinnung direkt titriert. Als Indikator diente Phenolphtalein, 
von dem je 1 Tropfen einer 1°/oigen alkoholischen Losung zu- 
gsegeben wurde. 

Versuch. 


I. 
5 1°/oiges Monobutylglycerin 
1 Lecithinldsung Kahlbaum = (0,011697 g Lecithin) 
14 Wasser 
1 Pankreassalft 
titriert 1. 1,35 cem 3/20-n-KOH 


2. 1,45 
im Durchschnitt also 1,4 
Davon ab fiir 
direkt titriert 0,2 
bleiben 1.2 ccm fiir gespaitene Fettsauren. 
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Il. 
1 cem Lecithinlésung 
1 »  Pankreassatt 
19 Wasser 
1. = 0,5 cem 3/20-n-KOH 
= 
im Durchschnitt 0,55 


Davon ab fiir 
direkt titriert = » 
bleiben 0.35 cem fiir gespaltene Fettséiuren. 
Zieht man die dureh Fettspaltung des Lecithins gefundenen 
Kubikzentimeter !/20-n-KOH von den bei dem gleichen Lecithin- 
zusatz aus dem Fettsiureester abgespaltenen ab, so verbleiben 
fiir durch Pankreassaft allein aus dem Monobutylglycerin ab- 


gespaltene Fettséiuren == 0,85 ccm. 
ccm Monobutylglycerin 
Pankreassaft 
Wasser 
litriert 1. == O,8 cem 1/20-n-KOH 
0,8 
Davon ab fiir 
direkt titriert > 
bleiben 0.7 cem !/20-n-KOH. 


Somit erhalten: 
Mit Lecithinzusatz gespal- 
Fettsiiuren 0,85 com /20-n-KOH 
Ohne Lecithinzusatz ge- 
spaltene Fettsduren 0,7 
0,15 cem 3/20-n-KOH = 21,4°/o 


Durch Lecithinzusatz wurden also im Verhialtnis zum 
Versuche ohne Lecithin 21,4°/o an Fettséuren mehr gespalten. 
Nachdem der Pankreassaft 14 Tage kalt gestanden war, 
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wurde ein auderer Versuch angestellt. Diesmal wurde die 
Wasserverdiinnung fortgelassen. 


2. Versuch. 


I. 
5 cem Monobutylglycerin 1 %/o 
1 » wisserige Lecithinlésung — 0,01 g Lecithin (Merck) 
1 Pankreassaft 


Nach 22 Stunden im Thermostaten bei 37° 
titriert 0,8 cem 2g0-n-KOH. 


II. 
ecm Monobutylglycerin 1°, o 
Pankreassaft 
I Wasser 


Nach 22 Stunden im Thermostaten bei 37° 
titriert — 0,2 eem !/20-n-KOH. 


5 cem Wasser 
1 Lecithinlésung — 0,01 g Lecithin (Merck) 
1 » Pankreas 

Nach 22 Stunden im Thermostaten bei 37° schwach al- 
kalisch. 

1, HW, Wl direkt titriert mit einem Tropfen = 0,03 cem 
‘/oo-n-KOH versetzt alkalisch. 

Der Versuch verlief wesentlich anders als der vorige. Ks 
wurden also bei Lecithinzusatz viermal mehr Fettsiuren ge- 
spalten als ohne. 

Ein dritter Versuch mit frischem, eben durch Enterokinase 
aktivierten Pankreassafte, bei dem die Wasserverdiinnuug fort- 
gelassen wurde, verlief wie folgt: 


3. Versuch. 


I. 


Monobutylglycerin. 
1 cem 1°/oige Lecithinlésung Kahlbauim. 
1 cem Pankreassatt. 
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Nach 24 stiindigem Stehen im Thermostaten bei 38° 
titriert 1. 1,15 eem } 20-n-KOH 
2. 1,25 
im Durchschnitt also: 1,2 - 
Davon ab fir 
direkt titriert O,1 


bleibt 1.1 ecm 3/20-n-KOH. 


I]. 


com Monobutylglycerin. 
! com Pankreassalt. 
ecm Wasser. 
Nach 24% stiindigem Stehen im Thermostaten bei 38 ° 
ttiriert 1. cem 4/zo-n-KOH 
tm Durchschnitt also: 0,725 ecm !/20-n-KOH. 


ecm Wasser, 
com Lecithinldsung 1 °/o. 
1 Pankreassaft 
zeigte nach 24% stiindigem Stehen im Thermostaten bei 38 ° 
schwach alkalische Reaktion. 
2 und 3 direkt mit Phenolphtalein versetzt schwach alka- 
lische Reaktion. 
Somit: 
Mit Lecithinzusatz gespal- 
tene Fettsiiuren = 1,1 ccm '/20-n-KOH 
Ohne Lecithinzusatz ge- 
spaltene Fettsiituren = 0,75 


= 0,35 cem !/20-n-KOH = 31,8°/o. 


Bei Lecithinzusatz wurden also im Verhaltnis zum Ver- 
suche ohne Lecithin 31,98°/o Fettséuren mehr gespalten. 
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SchluB. 


Aus den im vorstehenden angefiihrten Versuche geht hervor, 
dah das Lecithin in’ bestimmten Zusiitzen die enzymatische 
Wirkung des Magen- resp. Pankreassaftes befordert, in anderen 
dagegen verzogert. Dabet war nun nieht beriicksichtigt, wie 
diese Verdauungssiifte direkt auf Lecithin einwirken. ist 
wohl leicht zu zeigen, wie das Lecithin in reiner wiisseriver 
von diesen beiden Verdauungssiiften beeinfluBl wird, 
aber es ist hOchst unwahrscheinlich, dab bet Gegenwart von EKi- 
weiB neben der proteolytischen auch die fettspaltende Wirkung 
in dem Mabe zur Geltung kommt, wie bet Abwesenheit einer 
proteolytisch spaltbaren Substanz. Selbst wenn betreffs 
des Magensaftes auch die Moglichkeit zugibt, dali aus dem Le- 
cithin bei den hier angeftihrten Versuchsbedingungen die Fett- 
siuren vollstiindig abgespalten werden kOnulten, hiitte bei 
progressiv gesteigeriem Lecithinzusatze der titrierte Aciditiits- 
zuwachs auch stelig anwachsen miissen. Aus den verschiedenen 
Tabellen geht aber hervor, dab teils steigender teils fallender 
Aciditiitszuwachs cintrat. Will man dagegen dem Lecithin nur 
einen verdauungsstOrenden EinfluB zuschreiben und teils 
steigende, teils fallende Aciditiitszunahme dem Zusammenwirken 
dieser beiden Faktoren d. h. Erhoéhung der Acidititszunahme 
durch Abspaltung der Fettsiuren aus dem Lecithin und Ernie- 
drigung durch den an und fiir sich verzogernden Einfluf des 
Lecithins, so hiitte gegeniiber dem Parallelversuche ohne Lecithin 
nach Abzug des aus dem Lecithin durch Fettspaltung zu be- 
rechnenden Siiurezuwachses tiberhaupt keine Aciditiitszunahme 
konstatiert werden diirfen. Aber auch das trifft nieht zu! Denn 
berechnet man, dafi zur Esterspaltung des Lecithins auf 803 ¢ 
Lecithin 112 g KOH d. h. 13,94°/o nétig sind, so wiiren z. B. bei 
Tabelle V bei den einzelnen Lecithinzusatzen folgende Mengen 
an titriertem Alkali in Abzug zu bringen (auf 1 ecm Lecithin- 
losung mit 0,0143 g Lecithin nimlich 0,00199 g KOH. ent- 
sprechend 0,7 ccm ?3/20-n-Alkali): 
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Zu- resp. Abnahme 
in incem im Vergleich 

zum Parallelver- 

suche ohne Lecithin 


Siiurezuwachs 


1. Ohne Lecithin .... . | 104 

2. Bei 0.2 cem Lecithinzusatz 10,8 —O14 — 10,66 | +- 0,26 
3. 120 —028 11,72 41,32 
120 —0,42 1158 41,18 
5. » 11,04 0,64 
10.8 —0,70 101 | — 0,30 


Man sieht also, dali auch bei Beriicksichtigung dieses Um- 
standes das Resultat nicht wesentlich veriindert worden wire. 

Auch beim Pankreassafte kann ein Teil des Saéurezuwachses 
auf Spaltung des Lecithins bezogen werden, aber auch hier 
kann keine treffende Erklirung fiir seinen verschiedenartigen, teils 
fordernden, teils verzégernden EinfluB gefunden werden. Es wire 
auch nicht angebracht, hier schon irgendwelche Vermutungen 
und Erkliirungen zu suchen, da die hier einschligigen Fragen 
und jiberhaupt diese Arbeit noch weiter verfolgt werden. soll. 


Uber die Aufnahme von Trypsin durch verschiedene Substanzen. 
Von 


S. G. Hedin. 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Januar 1907.) 


In der letzten Zeit habe ich in verschiedenen Abhand- 
lungen iiber Untersuchungen berichtet, die sich alle auf eine 
Art von Verbindung zwischen Trypsin und anderen Substanzen 
beziehen. Die untersuchten Substanzen waren: der tryptische 
Antikérper im Serum, Knochenkohle und Casein. Da die Unter- 
suchungen jetzt so weit fortgeschritten sind, dafi sich die Re- 
sultate einigermaben iiberblicken lassen, und da die in den drei 
Fillen erhaltenen HKesultate vieles Gemeinsames darbieten, so 
habe ich eine kurze Zusammenstellung der Ergebnisse und der 
Schlubfolgerungen sowie die Darlegung einiger Bemerkungen, 
die sich erst nach einer vergleichenden Darstellung machen 
lassen, fiir angemessen gehalten. 

Fiir alle Versuche wurde Trypsin gebraucht, das aus der 
Pankreasdriise des HRindes durch Selbstverdauung, Filtrieren, 
Verdauung des Filtrates, bis praktisch alles Eiweih zerstort 
war, und Dialysieren erhalten worden war. Besonders sei 
schon hier hervorgehoben, dah die anniihernde Abwesenheit 
von EiweiB in gewissen Fallen eine notwendige Bedingung ist 
fiir die von mir erzielien Resultate, was tibrigens an geeigneter 
Stelle des niitheren erklirt werden wird. Die Menge des in 
aktiver Form anwesenden Trypsins wurde durch Verdauung von 
Casein bestimmt. Die stattgehabte Verdauung wurde durch Fallung 
mit Gerbsiiure in Uberschu8 und Bestimmung des Stickstoffs 
im Filtrate ermittelt. Besonders darauf gerichtete Versuche 
haben gezeigt, dali, wenn ein Uberschu8 von Casein vorhanden 
ist, die erhaltene Stickstoffmenge der gebrauchten Trypsinmenge 
L. 34 
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einfach proportional ist, was eine quantitative Schiétzung des 
anwesenden aktiven Trypsins erméglicht.!) 


Trypsin und Antitrypsin. 


Als Antitrypsin wurde einfach das mit Ammonsulfat dar- 
gestelite Serumalbumin benutzt. Die von dem Antikérper neu- 
tralisierte Enzymmenge ist von der Reihenfolge abhiingig, in 
welcher Antikorper, Trypsin und Casein gemischt werden. Die 
geringste antitryptische Wirkung wird erhalten, wenn das Trypsin 
und das Casein gemischt werden, bevor der Antikérper zu- 
gegeben wird, also wenn die Reihenfolge des Mischens Casein — 
Trypsin—Antikorper ist. Wenn die Substanzen in der Reihen- 
folge Trypsin— Antikorper— Casein gemischt werden, wird das 
neutralisierende Vermogen des Antikérpers gréBer, und zwar wird 
umsomehr Trypsin neutralisiert, je linger die Mischung Trypsin— 
Antikorper aufbewahrt wird, bevor das Casein zugesetzt wird. 
Friiher oder spiiter wird jedoch ein Zustand erreicht, in welchem 
kein Trypsin mehr neutralisiert wird. Einer gewissen Menge 
Antitrypsin entspricht deshalb fiir gegebene Bedingungen ein 
gewisses Maximum der Wirkung. Diese maximale Wirkung 
wird mit geringen Mengen von Antikorper friiher erreicht (in 
gewissen Fiillen in 5 Minuten), als mit groBeren Mengen. Die 
erforderliche Zeit scheint auch fiir verschiedene Trypsinpriparate 
etwas verschieden zu sein. Ahnliche Beobachtungen sind fiir 
gewisse Toxine und Antitoxine von Fraser®) und von Martin 
und Cherry‘) gemacht worden. AuBerdem ist die Temperatur, 
in welcher die Mischung Trypsin—Antikorper aufbewahrt wird, 
von entscheidendem EinfluB auf die Menge des neutralisierten 
Trypsins, indem die maximale Wirkung des Antikorpers um 
so grOBer auffiillt, je héher die Temperatur ist. 

Der Einflu®B der Reihenfolge des Mischens sowie der 


') Journ. of Physiol., Bd. XXXII, S. 468, 1905. 

*) Hedin, On the antitryptic action of serum-albumin, Journ, of 
Physiol., Bd. XXXII, S. 890, 1905, und Trypsin and Antitrypsin, Bio- 
Chem. Journ., Bd. 1, S. 474, 1906. 

8) Nature 1896, S. 569. 

*) Proc. roy. soc. 1898, S. 420. 
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der Zeit und Temperatur deuten darauf hin, dali eine Art 
von Verbindung zwischen dem Trypsin und dem AntikOrper 
zustande kommt, welche Verbindung eine gewisse Zeit fiir ihre 
Bildung braucht und von welcher bei einer hohen ‘Temperatur 
mehr gebildet wird als bei einer niedrigen. Dal das Neutrali- 
sieren des Trypsins nicht auf einer etwaigen ZerstOrung von 
Trypsin beruht, scheint dadurch bewiesen zu werden, daf in 
allen Fallen bald ein Zustand erreicht wird, in welchem kein 
Trypsin mehr neutralisiert wird. Wenn das Enzym schlechthin 
abgetétet wire, dann wiirde der Prozef nicht aufhéren, bis 
alles Trypsin zerstort worden ware. 

Die Menge des anwesenden Wassers ist ohne wesent- 
lichen EinflubB auf die Menge des schlieBlich neutralisierten Tryp- 
sins. Hiermit soll nicht gesagt werden, dafi nicht die Ge- 
schwindigkeit des Neutralisierens durch die Konzentration be- 
einflubt werden konne. 

Durch quantitative Bestimmungen des neutralisierten 
Trypsins wurde festgestellt, dab der Antikérper durch einen 
Uberschuf$ von Trypsin gesiitligt werden kann. Sogar 
mehr als drei Viertel der anwesenden Trypsinmenge kann neu- 
tralisiert werden, oline dab eine nachweisbare Menge von Anti- 
korper frei bleibt. Wenn gréfere Mengen Antikorper zuge- 
geben werden, findet sich am Ende der Reaktion sowohl aktives 
Trypsin wie aktiver Antikorper in der Lésung, und es hat sich 
als unmodglich erwiesen, alles Trypsin durch einen 
UberschuB von Antikérper zu neutralisieren. Dies 
konnte vielleicht durch das Vorhandensein von verschiedenen 
Trypsinen mit verschiedenen Affinititten zum AntikOrper erklirt 
werden. Dal das gebrauchte Trypsin verschiedene Enzyme 
enthalten haben mag, soll nicht geleugnet werden; wenn aber 
dies zur Erklarung der fraglichen Beobachtung herangezogen 
werden konnte, dann miifte die frei bleibende Menge von Trypsin 
bei Uberschu8 von Antikérper der zugesetzten Trypsinmenge 
proportional sein. Dies ist aber entschieden nicht der Fall: 
von einer grofen Trypsinmenge bleibt bei Uberschu’ von Anti- 
kOrper verhaltnismibig weniger frei als von einer geringeren. !) 


') Bio-Chem. Journ., Bd. I, S. 479. 
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Da das freie Trypsin durch Digestion von zugefiigtem 
Casein bestimmt wurde, so neige ich zu der Ansicht, da® alles 
Trypsin sehr wohl am Antikorper gebunden gewesen sein mag, 
bevor das Casein zugegeben wurde, dai aber das Casein etwas 
von dem am Antikérper gebundenen Trypsin an sich gerissen 
habe, worauf eine entsprechende Verdauung von dem Casein 
habe folgen miissen. Von einem derartigen Verlauf wird aus- 
fiihrlicher die Rede sein, wenn die Einwirkung von Kohle auf 
Trypsin abgehandelt werden wird. 

Die von dem Antikoérper neutralisierte Trypsinmenge ist 
nur in der Weise eine konstante, dab, wenn a Teile Trypsin 
mit b Teilen AntikOrper in oben angegebener Weise behandelt, 
die tryptische Wirkung e geben, so werden n+ a Teile Trypsin, 
mit n-b Teilen AntikOrper behandelt, die Wirkung n- ¢ geben. 
Dies ist in der Tat nur eine Folge der oben erwiihnten Be- 
obachtung, daf die Menge des anwesenden Wassers ohne wesent- 
lichen Einflu{ auf die Menge des neutralisierten Trypsins ist. 
In dem Falle, dai die Wirkung ¢ — o wire, was nach dem 
Gesagten von mir nie beobachtet wurde, wiirde diese Regel 
mit dem von Ehrlich fiir Toxine und Antitoxine aufgestellten 
Gesetz der konstanten Proportionen zusammentfallen., !) 

Wenn aber verschiedene Mengen Antikorper auf die gleiche 
Menge Trypsin einwirken, wird durch eine geringe Menge 
Antikorper verhiltnismaébig mehr Trypsin neutrali- 
siert als durch eine gréBere. Diese Regel ist auch fiir den 
Fall giiltig, dab der Antikoérper durch Trypsin vollig gesiattigt wird. 
Kine gewisse Menge Antikérper verbindet sich demnach, je nach 
der Menge des anwesenden Trypsins, mit verschiedenen Mengen 
von demselben. Bekanntlich sind déhnliche Beobachtungen auch 
fiir verschiedene Toxine und Antitoxine gemacht worden. 

Der Antikérper wird durch 0,2°/oige Essigsiiure wahrend 
8 Stunden bei 37° zerstért. Da das Trypsin unter solcher Be- 
handlung nur sehr wenig leidet, wurde versucht, aus Mischungen 
von Trypsin und AntikOérper, die bei 37° aufbewahrt worden 


') Michaélis, Die Bindungsgesetze von Toxin und Antitoxin, 
Berlin 1908. 
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waren, bis der AntikOrper seine maximale Wirkung erreicht 
hatte, durch Zugabe von Essigsiiure das Trypsin in aktiver Form 
wieder zu gewinnen. Dies ist mir aber in keinem Falle gelungen. 


Trypsin und Knochenkohle. !) 


Wenn dem Trypsin Knochenkohle zugegeben wird, ent- 
wickelt die Kohle eine sehr starke, antitryptische Wirksamkeit, 
und wie Digestionsversuche mit Casein in Gegenwart der fir 
das Neutralisieren angewandten Kohle zeigen, besteht eine weit- 
gehende Analogie zwischen der Art und Weise, in welcher diese 
Wirkung zustande gebracht wird, einerseits durch die Kohle 
und andererseits durch den tryptischen Antikorper. Der Einflub 
der Reihenfolge des Mischens, der Zeit, der Tempera- 
tur und der K onzentration war in beiden Fiillen der gleiche. 
Aufverdem konnte die Kohle wie der Antikérper mit Trypsin 
gesittigt werden. In keinem der Falle konnte das Trypsin 
vollig neutralisiert werden. Ein quantitativ verschiedenes Ver- 
halten zeigte jedenfalls die Reaktionszeit, indem das Ende des 
Neutralisierens mit: Kohle nicht immer in 24 Stunden erreicht 
wurde, wiihrend der Antikdrper in vielen Fiillen weniger als 
Me Stunde dafiir brauchte. Infolge der langen Zeit, die fiir das 
Neutralisieren durch Kohle gebraucht wurde, mochte ich es be- 
sonders fiir hohe Temperaturen nicht als ausgeschlossen ansehen, 
daB etwas Trypsin, unabhiingig von der Einwirkung der Kohle, 
zugrunde gehen konnte. Deshalb konnte es auch fraglich er- 
scheinen, ob die kriiftigere, antitryptische Wirkung, welche beim 
Aufbewahren der Kohle-Trypsin-Mischung dei einer hohen Tem- 
peratur erhalten wurde, nicht dadurch zustande kommt, dab 
eine ausgiebigere ZerstOrung von Enzym stattfindet bei einer 
hohen Temperatur, als bei einer niedrigen. Daf bei einer hohen 
Temperatur tatsiichlich mekr Trypsin neutralisiert wird, als bei 
einer niedrigen, geht jedoch aus zwei Versuchen hervor, in 
welchen die Reaktionsgeschwindigkeit und die Reaktionszeit fiir 


') Hedin, An antitryptic effect of charcoal and a comparison 
between the action of charcoal and that of the tryptic antibody in 
the serum. Bio-Chem. Journ., Bd. I, S. 484, 1906. 
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verschiedene Temperaturen verglichen wurden.!) Durch den 
einen Versuch wurde bewiesen, dab zwei gleiche Trypsinproben, 
welche ohne Kohle 3 Stunden aufbewahrt worden waren, die eine 
bei 17° und die andere bei 37°, dieselbe aktive Trypsinmenge 
enthielten. Wiihrend 3 Stunden war deshalb nicht mehr Trypsin 
zerstort worden bei 37° als bei 17°. In anderen Proben, welche 
mit Kohle behandelt wurden, wurde wiihrend derselben Zeit 
bedeutend mehr Trypsin neutralisiert’ bei 37° als bei 17°. Die 
Reaktionsgeschwindigkeit ist also gréBer bei 37° als bei 17°. 
Durch den anderen Versuch wurde bewiesen, dal} das Ende 
des Neutralisierens friiher erreicht wird bei 20° als bei 37°, 
oder mindestens, dali keine laingere Zeit in Anspruch genommen 
wird bei einer niedrigen Temperatur, als bei einer hohen, Wenn 
aber die Reaktionsgeschwindigkeit grOBer ist bei hoher Tem- 
peratur und die Reaktion eben so lange oder liinger dauert, wie 
bei einer niedrigen Temperatur, so muf die neutralisierte Trypsin- 
menge gréber sein bet hoher ‘Temperatur. 

Nach dem Behandeln von Trypsin mit Kohle kann durch 
Abfiltrieren der Kohle und Priifen des Filtrats mit Casein be- 
wiesen werden, dai eine gentigende Menge Kohle leicht jede 
Spur von Trypsin aus der Losung anfnimmt. Wenn dagegen 
die Verdanung von Casein in Gegenwart von der Kohle aus- 
gefiihrt wird, wird immer mehr oder weniger von der tryptischen 
Wirkung erhalten. Dies kann nur so gedeutet werden, dah 
Casein imstande ist, etwas von dem schon durch die Kohle 
aufgenommenen Trypsin an sich zu nehmen. Die Menge der 
durch eine gewisse Caseinmenge aus der Kohle ausgezogenen 
Trypsinmenge ist um so geringer, je mehr Kohle gebraucht 
wurde, ist aber auch, wie schon angegeben wurde, davon ab- 
hiingig, wie lange und bei welcher Temperatur die Kohle-Trypsin- 
Mischung aufbewahrt wurde, bevor das Casein zugegeben wurde. 

Nach dem Zugeben des Caseins kann der Prozeh des Aus- 
ziehens zu jeder Zeit durch Filtrieren abgebrochen werden. 
Es hat sich gezeigt, daf die von dem Casein ausgezogene Tryp- 
sinmenge von der Zeit der Einwirkung des Caseins, von der 
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Temperatur und von der Caseinmenge abhiingig ist.!) Das 
Ende der Reaktion, wenn Trypsin nicht mehr ausgezogen wird, 
wird bei 20° in weniger als !2 Stunde erreicht, wabrend bei 
hoherer Temperatur eine etwas liingere Zeit in Anspruch ge- 
nommen wird. Dafiir wird aber bei héherer Temperatur ent- 
schieden mehr Trypsin ausgezogen, als bei niedriger. Die aus- 
gezogene Trypsinmenge wichst mit der Caseinmenge, aber 
langsamer, wie diese; deshalb ist dieselbe fiir grobe Casein- 
mengen konstant, unabhingig von Schwankungen in der  ge- 
brauchten Menge von Casein. Schlieblich ist die anwesende 
Menge von Wasser ohne EinfluS auf die ausgezogene Menge 
des Trypsins. 

Nach dem Gesagten ist das Neutralisieren des Trypsins 
durch Kohle durch zwei auf einander folgende Prozesse bedingt: 
Aufnehmen des Trypsins durch die Kohle und Fixieren desselben. 
Das schlechthin aufgenommene Trypsin kann der Kohle durch 
Casein entrissen werden, wiihrend dies nach dem Fixieren nicht 
mehr geschehen kann. Die Grenze zwischen den beiden Zu- 
stinden ist jedoch keine scharfe. Wie wir gesehen haben, hangt 
es von der Stiirke der Einwirkung des Caseins ab, wie viel 
Trypsin ausgezogen wird. In meinen Versuchen konnte nur 
1—15°/o der ganzen aufgenommenen Trypsinmenge wieder- 
gewonnen werden; der grobte Teil war fixiert. Hieraus ist leicht 
zu ersehen, wie wichtig es ist fiir das mdglichst vollsténdige 
Neutralisieren des Trypsins, dasselbe, wenn mdglich, frei 
von Eiweibstoffen ist. 

Man koénnte sich wohl vorstellen, daB das «Fixieren> 
des Trypsins durch sekundiire, destruktive Prozesse bedingt sei, 
welche dadurch erleichtert werden kénnten, dafi die Konzen- 
tration des Trypsins auf der Kohle eine sehr starke sein mub. 

Solche Prozesse lassea sich schwerlich ausschliefen; nur 
spricht gegen eine AbtOétung des Trypsins der Umstand, dab 
ein unzweifelhafles Ende des Neutralisiereus erreicht§ wird. 
LaBt sich doch die Kohle derart mit Trypsin sittigen, dab sie 


') Hedin, On extraction by Casein of Trypsin adsorbed by char- 
coal. Bio-Chem. Journ., Bd. IL. 
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auf neu zugesetztes Trypsin keinen EinfluB ausiibt. Auch abt 
sich der Umstand, dah keine scharfe Grenze zwischen einfach 
aufgenommenem und fixiertem Trypsin existiert, nur schlecht 
mit einer Zerst6rung von Trypsin in Einklang bringen. 


Uber Adsorption. 


Ks diirfte wohl keinem Zweifel unterliegen, dab die Auf- 
nahme von Trypsin durch Kohle in naher Beziehung zu den 
Adsorptionsphinomenen stehen mu, nur handelt es sich hier 
um Adsorption von einem kolloidalen Stoff, fiir welchen die 
fiir krystalloide Stoffe gefundenen Gesetzmibigkeiten vielleicht 
nicht mehr in vollem Umfange gelten. Die Adsorption von ge- 
lésten Krystalloiden durch Kohle ist neulich eingehend von 
Freundlich studiert worden.!) Er fand, dab es sich um gut 
definierbare Gleichgewichte handelt, die von beiden Seiten sehr 
rasch erreicht werden. Die adsorbierten Stoffe werden also 
leicht wieder von der Kohle abgegeben, d. h. es handelt sich 
um reversible Reaktionen. Dies ist fiir das Trypsin nicht der 
Fall, da das Trypsin zum gréBten Teil an der Kohle fixiert 
wird. Die Regel, dab die Konzentration der adsorbierten Menge, 
geteilt durch die Konzentration der in L6ésung_ bleibenden 

C adsorb. 

((: gelost 
lOsten Stoffes abnimmt, hat sich fiir die meisten Adsorptions- 
erscheinungen bestiitigt. Dieselbe gilt auch fiir das Trypsin, 
wenn man anstatt von der Konzentration des Trypsins von 
der Menge desselben spricht. Geringe Mengen von Trypsin 
werden niimlich vollstiindig adsorbiert = und 
C. gelost 
durch gréBbere Mengen wird die Kohle allméhlich derart ge- 
siittigt, dab nichts mehr aufgenommen wird. Die Konzentration 
des Trypsins scheint nur einen sehr geringen EinfluB auf die 
adsorbierte Menge auszuiiben. 

In bezug auf Krystalloide werden Verinderungen der 
Oberflichenspannung an der Grenze des adsorbierenden Korpers 


) bei zunehmender Totalmenge des urspriinglich ge- 
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als Ursache der Adsorption angegeben. Danach muf die Reihen- 
folge, in der verschiedene Stoffe absorbiert werden, von der 
Natur des festen, adsorbierenden Stoffes unabhiingig sein, was 
auch nach Freundlich der Fall ist. 

Bei der Adsorption von Enzymen scheint allerdings die 
Sache anders zu liegen, da in dem Falle eine ausgesprochene 
Spezifizitit vorkommen kann. So wird von zwei von mir ge- 
fundenen proteolytischen Enzymen in der Milz, wenn dieselben 
in derselben Fliissigkeit vorkommen, das eine durch Kieselgur 
adsorbiert, das andere nicht oder nur in beschriinktem Grade, 
wiithrend Kohle beide in dem gleichen Verhaltnis aufnimmt.') 

Wie schon hervorgehoben wurde, besteht eine weitgehende 
Ahnlichkeit zwischen den neutralisierenden Wirkungen, welche 
Kohle und der Antikérper im Serum auf das Trypsin ausiiben. 
Deshalb scheint es auch sehr wahrscheinlich, dal die Wirkung 
des Antikérpers sowie die der Kohle durch Adsorption zustande 
kommt. Der Unterschied, daf Kohle mit Wasser eine Suspen- 
sion und der Antikérper eine Losung bildet, ist nur ein schein- 
barer, da die Lésungen von Kolloiden in Wasser keine echten 
Losungen sind, sondern Fliissigkeiten, welche sich den typi- 
schen Suspensionen mehr oder weniger niihern. Wie ich schon 
hervorgehoben habe, lift sich der Umstand, daf& es mir nicht 
gelungen ist, alles Trypsin durch einen Uberschuf8 von Anti- 
korper zu neutralisieren, leicht durch die Annahme erkliiren, 
daB der Antikérper (wie die Kohle) zuniichst alles Trypsin ad- 
sorbiert und dali das darauf zugesetzte Casein einen geringen 
Teil davon an sich nimmt, worauf eine entsprechende Verdau- 
ung folgen mub. 

Auf die Moglichkeit, da} das Neutralisieren von Toxinen 
durch ihre Antikorper ein AdsorptionsprozeB sei, ist schon von 
verschiedenen Seiten die Aufmerksamkeit hingelenkt worden 
(biltz,*?) Nernst,*) Craw,*) Freundlich). 

1) A case of specific adsorption. Bio-Chem. Journ., Bd. IL. 

*) Zeitschr. physik. Chem., Bd. XLVI, S. 615, 1904. 
3) Zeitschr. f. Elektroch., Bd. X, S. 377, 1904. 

*) Zeitschr. physik. Chem., Bd. LI, S. 569, 1905. 
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Die Tatsache, dafi Casein imstande ist, durch Kohle adsor- 
biertes Trypsin auszuziehen, bildet ohne Zweifel eine gute Stiitze 
fur die Ansicht, dab die Enzyme von denjenigen Korpern auf- 
genommen werden, auf die sie einwirken kénnen, und es scheint 
nicht unwahrscheinlich zu sein, daf auch dies ein Adsorptions- 
prozef} ist. In der Tat war der EinfluB der Zeit und der ‘Tem- 
peratur sowie der der Konzentration derselbe wie der fiir die 
Kohle und den Antikérper gefundene. Dab kleine Trypsinmengen 
durch Casein vollstiindig aufgenommen werden, wird durch die 
Tatsache bewiesen, dafi durch Kohle adsorbiertes Trypsin in 
meinen Versuchen nur durch Ausziehen mit Casein von der 
Kohle getrennt werden konnte. Nur das vom Casein ausge- 
zogene Trypsin ging beim folgenden Filtrieren ins Filtrat, und 
folglich war alles im Filtrat vorhandene Trypsin am Casein ge- 
bunden. (Wenn man Casein auf freies Trypsin einwirken libt, 
wird dieses wahrscheinlich sogleich aufgenommen.) Dab das 
Casein (und Serumalbumin) durch einen Uberschu8 von freiem 
Trypsin mit diesem vollkommen gesittigt werden kann, habe 
ich in einer friiheren Arbeit nachgewiesen.!) Die Uberein- 
stimmung ist demnach eine sehr grobe zwischen dem Aufnehmen 
von Trypsin durch Kohle und durch Casein, 

Wenn also Trypsin einerseits durch Kohle und den Anti- 
korper, andererseits durch Casein adsorbiert werden kann, wie 
kommt es dann, dal die Wirkung der Adsorption in beiden Fiillen 
schlieBlich so verschieden ausfillt: In jenem Falle wird das Trypsin 
in seiner Arbeit gehemmt, in diesem scheint die Adsorption des 
Enzyms eine Bedingung fiir seine Arbeit zu sein? Die Verschieden- 
heit kOnnte wohl dadurech bedingt werden, dab das ‘Trypsin am 
Antikérper und an der Kohle fixiert wird und fixiert werden kann, 
da die zwei Substanzen nicht durch Trypsin digeriert werden 
kénnen, wiihrend das Casein nicht imstande ist, das Trypsin zu 
fixieren, da es durch das Trypsin zerstort wird. 

SchlieBlich méchte ich auf die wichtige Rolle hinweisen, 
welche Adsorptionsreaktionen im Organismus zwischen kolloi- 
dalen Stoffen ausiiben kénnen. Fiir die meisten Adsorptions- 


') Hedin, Observations on the action of trypsin, Journ. of Phystol. 
Bd. XXXII, 8. 468, 1905, 
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erscheinungen scheint die Regel giiltig zu sein, dafs der adsor- 
bierende Stoff verhaltnismabig um so mehr aufnimmt, je weniger 
von dem zu adsorbierenden Stoffe vorhanden ist. Wurden doch 
in meinen Versuchen durch Kohle und dureh Casein kleine 
Mengen von Trypsin vollstéindig aufgenommen. Fiir den Fall, 
daB der adsorbierte Stoff auf den adsorbierenden irgend eine 
Wirkung ausiibt, werden also geringe Mengen eine verhiiltnis- 
mibig kriftigere Wirkung ausiiben als grobe. In dem Falle, 
daB mehrere adsorbierende Stoffe vorhanden sind, werden die- 
jenigen am meisten adsorbieren, welche imstande sind, den adsor- 
bierten Stoff dauernd auber Wirkung zu setzen. Ein geringer 
zeitlicher Unterschied in der Einwirkung der verschiedenen adsor- 
bierenden Stoffe kann deshalb von entscheidendem Einflu6 auf 
die Verteilung der zu adsorbierenden Substanz sein. 


Ist die bei Luftzutritt eintretende Dunkelfaérbung des Riiben- 
saftes durch einen Tyrosin- und Homogentisinsduregehalt 
dieses Saftes bedingt? 


Von 


E. Schulze. 


(Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium des Polytechnikums in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12, Januar 1907.) 


Wenn man die Wurzeln einer Zuckerriibe oder Runkel- 
riibe (Beta vulgaris) zerreibt und den Brei an der Luft stehen 
laBt, so farbt sich derselbe bekanntlich binnen kurzer Zeit rot; 
die Fiirbung wird nach und nach dunkler und geht schlieBlich 
in schwarz iiber. Ganz iihnlich verhiilt sich der durch Aus- 
pressen des Breies gewonnene Saft. Es ist leicht zu konstatieren, 
dafs die Luft an diesem Vorgange sich beteiligt; wenn man einen 
mit dem frischen Saft gefiillten Zylinder mit einem Stopsel laft- 
dicht verschlieBt, so hilt sich der Saft darin ohne Veranderung, 
oder fiirbt sich nur sehr schwach. Offnet man den Zylinder, 
so firbt sich die oberste Schicht des Saftes bald dunkel. Die 
Fiarbung verbreitet sich nach und nach von oben her auf die 
tieferen Schichten, bis schlieBlich die ganze Fliissigkeit schwarz 
geworden ist. 

Erhitzt man den frischen Saft bis zum Koagulieren der 
Eiweibstoffe, so nimmt man ihm dadurch die Fihigkeit, sich 
an der Luft zu fiirben. Das gleiche Ziel kann man erreichen, 
indem man eine Riibe in Stiicke schneidet und letztere eine 
Zeitlang in kochendem Wasser liegen laéBbt; der durch Zerreiben 
dieser Stiicke dargestellte Brei farbt sich dann nicht an der Luft. ) 


') Es ist bemerkenswert, dafi eine durchschnittene Ribenwurzel 
sich auch bei langerem Liegen an der Luft auf der Schnittflache nicht 
firbt. Man hat dies zu erkliren versucht, indem man annimmt, daf 
entweder in den lebenden Zellen der Riibenwurzel die Substanz, durch 
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Diese Beobachtungen machen es wahrscheinlich, da’ an 
der Dunkelfaérbung des Riibensaftes ein Enzym beteiligt ist und 
dafh dieses Enzym zu den Oxydasen gehort. Zu erwiihnen ist 
noch, daB die Wurzeln und Knollen vieler anderer Gewiichse 
sich den Riibenwurzeln dhnlich verhalten, so z. B. die Knollen 
der Kartoffel und der Dahlie: das gleiche Verhalten zeigen auch 
andere Pflanzenteile. 

Im Jahre 1882 publizierte J. Reinke!) eine Untersuchung, 
deren Zweck es war, AufschluB tiber die Natur der Substanzen 
zu erhalten, durch welche die Farbung der Pflanzensiifte an der 
Luft verursacht wird. Fiir seine Versuche verwendete er u. a. 
auch Riibensaft. [Er versetzte denselben mit Bleiessig, trennte 
den dadurch hervorgebrachten Niederschlag von der Fliissigkeit 
und zersetzte ihn mittels Schwefelwasserstoff; die vom Schwefel- 
abfiltrierte Lisung wurde sodann mit Ather geschiittelt, 
Der farblose, iitherische Extrakt hinterlieh beim Verdunsten 
eine kleine Menge einer Substanz, die sich bei Luftzutritt zuerst 
kirschrot, spiiter braun farbte. Eine Substanz gleichem 
Verhalten erhielt Reinke auch, als er Riibensalt, der zuvor 
von den koagulierbaren Eiweifstoffen befreit worden war, mit 
Ather ausschiittelte. Er bezeichnet diese Substanz als Betarot. 
Nach seinen Beobachtungen zeigt das Betarot in seinem Ver- 
halten groBe Ahnlichkeit mit dem Farbstoff von Anchusa tinctoria, 
dem Alkannarot: scine genauere Untersuchung wird aber 
dadurch erschwert, dab es eine leicht veriinderliche Substanz 
ist. Das beim Luftzutritt in Betarot tibergehende Chromogen, 
in welchem Reinke die Ursache fiir die léirbung des Riiben- 
saftes an der Luft sieht, bezeichnet er als Rhodogen. Aus dem 
Kartoffelsaft vermochte Reinke auf dem gleichen Wege eine 
Substanz von gleichem Verhalten nicht zu isolieren; der zuvor 
mit Salzsdure erhitzte und dann filtrierte Kartoffelsaft gab aber 


welche die Dunkelfiirbung hervorgebracht wird, bis zur Bildung farbloser 
Produkte weiter oxydiert wird, oder dafs in jenen Zellen auf die Oxy- 
dation, die zur Bildung gefiirbter Produkte fiihrt, sofort eine Reduktion 
folgt, durch welche wieder farblose Produkte erzeugt werden (ich ver- 
weise auf die weiter unten von mir zitierte Abhandlung Reinkes). 

') Diese Zeitschrift, Bd. VI, S. 263. 
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an Ather eine auch in Wasser lésliche Substanz ab, die auf 
alkalische Silberlosung reduzierend wirkte (besonders beim Er- 
wirmen) und mit Kisenchlorid eine smaragdgriine Farbung gab. 
Diese Substanz zeigte Ahnlichkeit mit Brenzcatechin, konnte 
aber doch nicht fiir identisch mit letzterem erklart werden. 
Spiiter erkliirte M. Gounermann!) die Homogentisin- 
siture fiir «die farbebedingende Substanz dunkler Riibensiifte ». 
Nach seinen Anunahmen wird das in den Riiben durch Einwir- 
kung eines proteolytischen Enzyms auf Kiwcibstofle entstan- 
dene ‘Tyrosin durch ein anderes, wahrscheinlich mit der Tyro- 
sinase Bertrands identisches Enzym in Homogentisinsadure tiber- 
geliihrt: letztere liefert dann beim Zutritt von Luft zum Ruben- 
saft ein dunkel gefiirbtes Oxydationsprodukt. Gonnermann 
teilt mit, dal es ihm gelang, die Homogentisinsiiure nach der 
von Huppert fiir die Darstellung dieser Siiture gegebenen Vor- 
schrift aus dem Riibensaft zu isolieren. Die Darstellungsmethode 
sei iiuberst umstiindlich, zeitraubend und mit bedeutendem Ver- 
lust an Ausbeutematerial verbunden, doch sei es ihm schlieb- 
lich gelungen, «eine iiuBerst geringe Menge der von Huppert 
charakterisierten weifen Krystalle von Homogentisinsaure mit 
ihren reaktionellen Eigenschaften zu erhalten». Uber die Ele- 
mentarzusammensetzung?) und tiber den Sehmelzpunkt dieses 
Produktes macht Gonnermann keine Angaben: man darf daher 
wohl annehmen, dab die Identifizierung sich nur auf das Ver- 
halten desselben gegen Reagenzien griindete. Gibt nun auch 
die Homogentisinsiiure mehrere zum Teil sehr empfindliche Reak- 
lionen (ihre wisserige LOsung wird durch ammoniakalisches 
Silbernitrat geschwiirat, durch Kisenchlorid voriibergehend blau 
gefiirbt, wird nach Zusatz von tiberschiissigem Alkali an der 
Luft rasch dunkel und gibt mit Millonschem Reagens beim 
Erhitzen Gelbfirbung, nach dem Erkalten einen ziegelroten Nieder- 


'; Pfliigers Archiv der Physiologie, Bd. LXXXII, 5, 289. In dieser 
Abhandlung bespricht der Verfasser auch die von anderen Autoren ge- 
maechten Versuche zur Erklarung des Dunkelwerdens der Riibensiifle. 

*) Wahrscheinlich war die von Gonnermann erhaltene Ausbeute 
an jenem Produkt nicht grof genug, um eine Elementaranalyse dieses 


Produktes ausfiihren zu kénnen. 
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schlag)}, so laBt sich doch auf diese Reaktionen allein ein sicherer 
Nachweis der genannten Siiure in einem Pflanzensaft mieht 
griinden: denn es gibt Substanzen, welche sich gegen Reagenzien 
ganz ebenso, oder doch sehr ithnlich verhalten. So gibt z. B. die 
Uroleucinsiiure.!) die im Alkaptonharn zuweilen neben Homo- 
gentisinsiiure sich findet, die gleichen Reaktionen. Sehr aihnlich 
verhalten sich Brenzcatechin, Resorein und Hydrochinon. Diese 
Substanzen reduzieren bekanntlich alkalische Silberl6sung, fiirben 
sich in alkalischer Losung an der Luft dunkel und geben mil 
Kisenchlorid blauviolette oder griine Fiirbung. Um Homogen- 
tisinsiiure in einem Pflanzensaft mit Sicherheit nachzuweisen 
— ein Nachweis, der fiir die Pflanzenphysiologie von bedeu- 
tendem Interesse sein wiirde —, miibte doch wohl das betreffende 
Produkt auBer durch seine Reaktionen mindestens noch durch 
Bestimmung seines Schmelzpunktes identifiziert. werden. 
Gesetzt nun aber, daB im Riibensalt Homogentisinsiure 
in kleiner Menge sich findet, so folet daraus noch nicht ohne 
weiteres. daf der Gehalt an dieser Siiure die Ursache fiir die 
Dunkelférbung des Riibensaftes an der Luft ist. Zur Begriindung 
dieser Ansicht ist zuniichst darauf hinzuweisen, dab’ die Dunkel- 
fiirbung des Saftes erfolgt, ohne dai seine saure Reaktion in 
eine alkalische jibergeht (was ich bei Runkelriibensaft leicht 
beobachten Eine wiisserige Homogentisinséiurelésung 
fiirbt sich aber an der Luft erst dunkel, wenn man sie zuvor al- 
kalisch gemacht hat: ?) auch beim Alkaptonharn tritt starke Dunkel- 
fiirbung erst ein, nachdem seine Reaktion infolge der Harnstofl- 
giirung alkalisch geworden ist. Man miifte also, um die Homo- 
gentisinsiiure fiir die farbegebende Substanz dunkel gewordenen 
Riibensaftes erklaren zu kénnen, die Annalime machen, dab 


') Man glaubt. dafi diese Séiure eine Dioxyphenylmilchsiure ist. Ich 
verweise auf Hoppe-Seylers Handbuch der physiologisch- und patho- 
logisch-chemischen Analyse, bearbeitet von Thierfelder, 35. 237. 

*) Eine reine wasserige Homogentisinséurelisung fiirbt sich auch 
nicht beim Eindunsten; wenn wiihrend des Eindunstens durch Bei- 
mengungen eine Farbung der Lésung verursacht wird, so ist letztere 
doch jedentalls nicht mit derjenigen zu vergleichen, die in emer alkalisch 
gemachten Losung der genannten Séure eintrilt. 
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diese Siture bei Einwirkung eines noch unbekannten Saftbestand- 
teiles auch in nicht alkalischer Loésung sich unter Sauerstoff- 
aufnahme dunkel zu farben vermag. Eine solche Annahme ent- 
behrt aber bis jetzt der Stiitze. Ein Enzym, welches die Homogen- 
tisinsiiure unter Bildung eines dunkel gefiirbten Produktes zer- 
setzt, ist meines Wissens bis jetzt nicht aufgefunden worden. 
Daf bei der Dunkelfaérbung einer Tyrosinlésung durch Tyrosinase 
Homogentisinsiiure als Zwischenprodukt auftritt, ist aus den in 
der Literatur sich findenden Angaben nicht zu schlieBen: auch 
wird dies von Bertrand, dem Entdecker des genannten Enzyms, 
nach einer mir bekanut gewordenen miindlichen AuBerung !) 
dieses Forschers in Abrede gestellt. 

ist ferner darauf aufmerksam zu machen, dah die 
Homogentisinsiiure, falls sie die Ursache fiir die Dunkelfairbung 
des Riibensaltes wiire, sich in diesem Safte doch wohl in recht 
ansehnlicher Quantitiit vorfinden miibte. Ich verglich die Fiir- 
bung, die eine alkalisch gemachte Homogentisinsiiurelésung bei 
liingerem Stehen an der Luft annahm, mit derjenigen einiger 
der Luft ausgesetzten Riibensaftproben. [Eine mit Ammoniak 
alkalisch gemachte Lésung, die in 5 ccm O,OL g Homogentisin- 
siiure enthielt, hatte sich nach mehrstiindigem Stehen in einem 
Porzellanschilehen ungeliihr ebenso stark gefiirbt, wie drei da- 
neben aufgestellte Riibensaftproben von gleichem Volumen (bet 
noch lingerem Stehen firbten sich diese Proben dunkler als 
jene Losung). Gesetzt nun, daf die Homogentisinsaéure sich bei 
Kinwirkung irgend eines noch unbekannten Rtibensaftbestand- 
leiles ebenso stark zu fiirben vermdchte, wie nach Zusatz eines 
Alkalis, so miiBte doch der Riibensaft, um die bei ihm beob- 
achtete starke Dunkelfarbung auf Homogentisinsiiure zuriickftihren 
zu kOnnen, im Liter ungefiihr 2 ¢ dieser Siéiure enthalten haben. 
Eine so. betriichtliche Quantitét wiirde sich aber ohne Zweifel 
im Riibensaft leicht nachweisen lassen. Denn die von N. Castoro 
und mir?) ausgefiihrten Versuche haben gezeigt, dab man aus 
einem Keimpflanzenextrakt, dem man eine im Verhaltnis hinter 


') Diese AufKerung wurde von Herrn G. Bertrand, gegeniiber einem 
meiner Mitarbeiter bei Gelegenheit von dessen Anwesenheit in Paris, gemacht. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 396. 
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jenem Betrag weit zuriickbleibende Quantitét von Homogentisin- 
siiure zugesetzt hat, diese Séure durch Ausschiitteln mit Ather 
unter Zusatz von Schwetelsiiure zum grofen Teil wieder ge- 
winnen und in dem beim Abdestillieren der iitherischen Losung 
verbliebenen Riickstande an ihren Reaktionen erkennen kann. 
Dai fiir den Riibensalt das gleiche gellen werde, konnte von 
vornherein fiir sehr wahrscheinlich erkliirt werden. (Dies ergibt 
sich auch aus den Versuchen, deren Ergebnisse weiter unten 
mitgeteilt. werden. ) 

Meine Versuche, aus Runkelrtiben- und Zuckerrtibensatt 
durch Ausschiitteln mit Ather unter Zusatz von Schwefelsiiure 
Homogentisinsiiure zu gewinnen, waren erfolglos. he tch diese 
Versuche im einzeinen beschreibe, bedarf es einiger bemerkungen 
iiber die Art und Weise, in welcher ich den fiir dieselben ver- 
wendeten Riibensaft behandelte. Es ist klar, dab man den ftir 
die Priifung auf Homogentisinsiiure bestimmten Saft nicht an 
der Luft stehen lassen darf, bis er schwarz geworden ist; denn 
nach Gonnermanns Annahme beruht ja das Schwarzwerden 
auf einer Zersetzung der genannten Siure. Es emptieldt§ sich 
also, den Saft, aus dem man Homogentisinsiure gewinnen will, 
bis zum Koagulieren des Eiweibes zu erhitzen, um ihn dadurch 
haltbar zu machen. Allerdings sagt Gonnermann, dab Riiben- 
brei, der sich an der Luft rot zu fiirben begonnen hat, noch 
nicht viel Homogentisinsiiure enthalte; aber er gibt) nicht an, 
welchen Weg man einschlagen mub, um den Saft re:icher an 
dieser Siiure zu machen. Dieser Weg konnte aber doch nur 
darin bestehen, dai man den Saft in einem verschlossenen Ge- 
fab, also geschiitzt vor dem Luftzutritt, eine Zeitlang stehen 
labt. Wir haben daher, um jener Meinung Gonnermanns 
Rechnung zu tragen, 1 Liter Riibensaft vor der Untersuchung 
in einem gut verschlossenen Gefaii 10 Stunden lang aufbewahrt. 
Freilich muBten wir von vornherein diese Mabregel deshalb fiir 
erlolglos halten, weil dieser Saft, wie aus den weiler unten ge- 
machten Mitteilungen hervorgeht, Tyrosin nur in iiuberst geringer 
Quantitat enthielt. 

Vor Mitteilung der von uns erhaltenen Versuchsergebnisse 
sel noch bemerkt, dali fiir die Versuche I bis HI Saftproben 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. L. aD 
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Versuch V. 400 ecm Runkelriibensaft wurden unmittelbar 
nach der Darstellung, ohne zuvor bis zum Koagulieren 
der Eiweibstoffe erhitzt worden zu sein, mit Ather unter 
Zusatz von Schwefelsiiure (in dem oben angegebenen Mengen- 
verhiiltnis) im Scheideltrichter geschiittelt. Dabei entstand eine 
starke Emulsion. Nach liingerem Stehen hatte sich unter dieser 
Emulsion eine ziemlich klare wiisserige Schicht gebildet, welche 
aus dem Scheidetrichter abgelassen wurde. Zu der im Trichter 
verbliebenen Emulsion setzten wir ziemlich viel Ather hinzu. 
Nach liingerem Stehen hatte sich dieselbe wenigstens partiell 
in eine iitherische und eine wésserige Schicht geschieden. Die 
iitherische Schicht wurde der Destillation unterworfen, der dabei 
verbliebene Riickstand auf Homogentisinsiiure untersucht. Das 
Resultat war negativ. 

ks war nun zu priifen, ob eine geringe, dem Riibensatt 
zugesetzte Homogentisinsdiurequantitiit beim Schtitteln des Safts 
mit Ather in letzteren iiberging. Ich versetzte 100 cem vom 
koagulierbaren Eiweili befreiten Riibensafts mit 0,024 g Homo- 
geutisinsiiure, gelost in 5 cem Wasser, und 1) cem )°/oiger 
Schwefelsiiure. Diese Fliissigkeit, deren Homogentisinséure- 
gehalt nur 0,02°o betrug, wurde sodann im Scheidetrichter 
mit 100 cem Ather Smal je 2—3 Minuten lang durchgeschiittelt. 
Den beim Verdunsten des von der wisserigen Schicht getrennten 
Atherextrakts verbliebenen Riickstand behandelten wir mit 
Wasser. Eine Probe der dabei erhaltenen Lésung schwiirzte 
sich nach Zusatz von ammoniakalischem Silbernitrat sofort 
unter Abscheidung von Silber. Eine zweite Probe der Lésung 
gab auf Zusatz einiger Tropfen sehr stark verdiinnter Eisen- 
chloridsolution eine freilich nicht starke Blaufarbung, die rasch 
wieder verschwand. Eine dritte Probe der gleichen Losung wurde 
mit Ammoniak alkalisch gemacht und sodann der Luft ausge- 
setzt. Sie fiirbte sich dabei briiunlich. Aus einer Vergleichung 
dieser Braunfirbung mit derjenigen, die eine alkalische Homo- 
gentisinsiiureldsung bestimmter Konzentration beim Stehen an 
der Luft annahin, mubte geschlossen werden, dai bei dem 
ersten Ausschiitteln mit Ather in letzteren nur ein Teil der 
dem Saft zugesetzten Homogentisinsaéure libergegangen war. 
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Wir wiederholten daher das Ausschiitteln mit Ather noch drei- 
mal. Auch das letzte der dabei erhaltenen Atherextrakte gab 
beim Verdunsten einen Rtickstand, dessen wiisserige Losung 
auf Zusatz von ammoniakalischem Silbernitrat sich sofort schwarz 
fiirbte. Diese Beobachtungen zeigen, dab die dem Saft zuge- 
setzte Homogentisinsiiure sich nur langsam ausiithern lie’. was 
im Hinblick auf die Leichtléslichkeit der genannten Siiure in 
Wasser iibrigens von vornherein zu erwarten war: jedes der 
in diesem Versuche erhaltenen Atherextrakte gab aber beim 
Verdunsten einen Riickstand, der mit ammoniakalischem Silber- 
nitrat die Homogentisinsiiurereaktion gab. 

Noch auf einem andern Wege versuchte ich, Homogentisin- 
siiure aus dem Riibensaft zu isolieren. Da nach den dariiber 
vorliegenden Angaben diese Siiure auch in stark verdiinnter 
Losung durch bBleiessig gefiillt wird, so versetzte ich ein Quantum 
von ca. 2!/2 | Runkelriibensaft mit Bleiessig, bis dieses Reagens 
keine Fallung mehr hervorbrachte, trennte den Niederschlag 
von der Fliissigkeit, wusch thn mit kaltem Wasser und prebte 
ihn sodann zwischen Filtrierpapier stark ab: der Niederschlag 
wurde nun in Wasser verteilt und mittels Schwefelwasserstoff 
zersetzt. Die vom Schwefelblet abfiltrierte LOsung, welche nur 
wenlg gefiirbt und vollig klar war, wurde im Wasserbade ein- 
geengt und sodann im Scheidetrichter mit Ather unter Zusatz 
einer kleinen Menge verdiinnter Schwefelséure geschittelt. Den 
beim Abdestillieren des Atherextrakts verbliebenen Riickstand 
untersuchte ich auf Homogentisinséiure. Das Resultat) war 
negaltiv. Ein Versuch, auf dem gleichen Wege aus Zucker- 
riibensaft Homogentisinsiiure zu isolieren, war ebenfalls erfolglos. 

Wie aus den im vorigen gemachten Mitteilungen zu er- 
sehen ist, gelang es mir nicht, in dem Saft der von mir unter- 
suchten Riiben Homogeniisinsiiure nachzuweisen: ich kann daher 
auch nicht annelimen, dai die Dunkelfaérbung dieses Saftes an 
der Luft durch die genannte Siiure verursacht wurde. 

Wie schon oben erwiithnt worden ist, liegt kein Beweis 
dafiir vor, dafi bei der Zersetzung des Tvrosins durch Tyrosinase 
Homogentisinsiiure ais Zwischenprodukt auftritt: aus den im 
vorigen mitgeteillen Versuchsergebnissen abt sich daher noch 
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nicht schlieben, da’ bei der Dunkelfirbung des von mir unter- 
suchten Riibensaftes das Tyrosin gar keine Rolle spielte. Die 
weitere Untersuchung dieses Saftes zeigte aber, dab derselbe 
nur eine iuberst geringe Quantitéit von Tyrosin enthielt. Die 
meisten Exemplare der von mir untersuchten Riibensorten ent- 
hielten ohne Zweifel nur Spuren der genannten Aminosiure. 

Ehe ich die Versuche beschreibe, die zu dieser Schluf- 
folgerung fiihrten, mub ich einige Bemerkungen tiber das dabei 
angewandte Verfahren machen. Wenn man einen tyrosin- 
haltigen Pflanzensaft mit Bleiessig in schwachem Uberschub 
versetzt, den Bleiniederschlag durch Filtration entfernt und dem 
Filtrate Mercurinitrat zuftigt, so entsteht ein Niederschlag, in 
den neben anderen Saftbestandteilen (Asparagin, Glutamin usw. ) 
auch ein Teil des Tyrosins eingeht. Zerlegt man diesen Nieder- 
schlag nach dem Abfiltrieren und Auswaschen durch Schwefel- 
wasserstoll, neutralisiert die vom Schwefelquecksilber abfiltrierte 
Kliissigkeit mit Ammoniak und engt sie im Wasserbade stark 
ein, so liefert sie nach dem Erkalten eine aus Tyrosin bestehende 
Ausscheidung. Von mir und meinen Mitarbeitern ist in dieser 
Weise z. B. aus den Knollen der Dahlie, der Stachvs und der 
Steckriibe, sowie aus den Keimpflanzen des Kiirbis und der 
Kapuzinerkresse Tyrosin dargestellt worden; bei keinem, auf 
anderem Wege als tyrosinhaltig erkannten Pflanzenextrakte hat 
diese Methode versagt. Wie oben schon erwiihnt worden ist, 
bringt man aber, wenn man in der angegebenen Weise ver- 
fiihrt, das Tyrosin nur partiell zur Abscheidung. Die Ausbeute 
daran |aBt sich erhGhen, indem man die Aciditiit der mit Mer- 
curinitrat versetzten Fliissigkeit durch Zusatz von Natronlauge 
stark verringert. Man kann aber auch so verfahren, dafs man 
nach dem Abfiltrieren des Mercurinitratniederschlages Fil- 
trate noch etwas Mercurinitrat und sodann so viel Natronlauge 
zusetzt, dab die saure Reaktion der Fliissigkeit in eine alkalische 
iibergeht; man erhiilt dann noch einen starken gelblich ge- 
fiirbten Niederschlag, der bei der Zerlegung durch Schwefel- 
wasserstol! noch Tyrosin liefert. Auf diesem Wege kann man 
ohne Zweifel auch aus Extrakten, die sehr wenig Tyrosin ent- 
halten, diese Aminosiiure zur Abscheidung bringen, Ist im kx- 
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trakt auch Leucin vorhanden, so geht dasselbe neben dem Tyrosin 
in den Niederschlag ein. 

Es gelang mir nicht, auf diesem Wege aus dem Safte der 
fiir meine Versuche verwendeten Zuckerriiben Tyrosin zu ge- 
winnen. Der Niederschlag, welcher in dem zuvor durch Ver- 
setzen mit Bleiessig gereinigten Safte durch Mercurinitrat her- 
vorgebracht wurde, lieferte bei der Zerlegung Glutamin, dem 
letzteren war aber kein Tyrosin beigemengt, wie sich aus dem 
Verhalten des Glutaminpriiparates gegen das Millonsche Rea- 
gens mit Sicherheit erkennen lieb. Wir fiiglen nun der vom 
Mereurinitratniederschlage abfiltrierten Fliissigkeit, in der iiber- 
schiissiges Mercurinitrat sich vorfand, Natronlauge bis zur alka- 
lischen Reaktion hinzu, wodurch ein starker gelblicher Nieder- 
schlag hervorgebracht wurde. Auch die bei Zerlegung dieses 
Niederschlages erhaltene L6sung leferte kein Tyrosin, als sie 
mit Ammoniak neulralisiert und sodann im Wasserbade stark 
eingeengt wurde: auch gab diese Fliissigkeit beim Erwiirmen 
mit Millonschem keine deutliche Tyrosipreaklion und 
enthielt diese Aminosiiure ohne Zweifel nur in Spuren. Ganz 
iihnlich waren die Resultate, die wir bei Anwendung der be- 
schriebenen Methode auf den Runkelriibensaft erhielten. Mit 
diesem Material wurden 3 Versuche angestellt. Im ersten Ver- 
suche, fiir welchen 2!!2 | Saft verwendet wurden, erhielten wir 
genau das gleiche Ergebnis, wie in dem Versuche mit Zucker- 
riibensaft; es gelang nicht, Tyrosin zu gewinnen. ktwas anders 
war das Resultat im zweiten Versuch, fiir den wir 2!/2 1 Saft, 
dargestellt aus anderen Runkelriibenexemplaren, verwendeten: 
aus dem zweiten, durch Zusatz von Natronlauge hervorge- 
brachten Mercurinitratniederschlage lieb sich eine sehr kleine 
Menge von Tyrosin (identifiziert durch sein Verhalten gegen das 
Millonsche und gegen das Mérnersche Reagens) gewinnen. 
Doch betrug das Gewichi der Tyrosinkrystalle nur ca. 0,025 g. 
Gesetzt nun, dafi wir nur die Hiilfte des im Saft vorhandenen 
Tyrosins zur Abscheidung bringen konnten, so wiirde der Tyro- 
singehalt des Saftes doch nur 0,002°/o betragen haben. Wir 
machten sodann noch einen dritten Versuch mit 41 Saft, dar- 
gestellt aus anderen Exemplaren der gleichen Runkelriibensorte. 
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Dieser Versuch verlief wieder ganz negativ: auch aus dem 
zweiten, durch Zusatz von Natronlauge hervorgebrachten Mer- 
curinitratniederschlage vermochten wir kein Tyrosin zu ge- 
winnen. Die bei Zerlegung dieses zweiten Niederschlages er- 
hallene Lésung gab beim Erwiirmen mit Millonschem Reagens 
nur ganz schwaehe Rétung. Aus diesen Versuchsergebnissen 
ist zu schlieben, dal die meisten Exemplare dieser Runkel- 
riibensorte Tyrosin héchstens in Spuren enthielten: aus einigen 
Exemplaren lieB sich zwar Tyrosin darstellen, aber doch nur 
in diuberst geringer Quantitiit. 

Ks sei hier noch erwiihnt. dai in meinem Laboratorium 
wiederholt aus dem = zuvor durch Versetzen mit Bleiessig ge- 
reinigten” Runkelritbensafte durch Féllung mit) Mercurinitrat 
Glutamin dargestellt worden ist, daB aber die auf diesem Weve 
gewonnenen Glutaminpréparate fast immer frei von Tyrosin 
waren. Es ist mir nur ein Fall erinnerlich, in welehem aus der 
bet Zerlegung des Mercurinitratniederschlages erhaltenen Fliissig- 
Tyrosin auskrystallisierte; doch war seine Quantitait nur 
sehr gering. 

(in vollig sicher zu sein, daB aus dem Riibensafte das 
vorhandene Tyrosin durch Ausfillung mit Mercurinitrat 
sich gewinnen libt, habe ich noch folgende Versuche angestellt: 
1. Zu 2) Runkelritbensaft, der von den durch Bleiessig fall- 
baren Stoffen befreit, worden war, wurden 3 Tyrosin gesetzt, 
gelOst in so viel Wasser, dai beim Erkalten der Losung ein 
Auskrystallisieren von Tyrosin nicht stattfand: dann fiigte ich 
Mereurinitrat in schwachem UbersehuB zu. Der dadurch hervor- 
gebrachte Niederschlag wurde, nach dem Abfiltrieren und Aus- 
waschen durch Schwefelwasserstoff, zersetzt, die vom Schwefel- 
quecksilber abfiltrierte L6sung mit Ammoniak neutralisiert und 
im Wasserbade stark eingeengt. Nach dem Erkalten lieferte 
diese Losung, noch ehe Glutamin auskrystallisierte, cine Aus- 
scheidung von Tyrosin. Letzteres wurde abfiltriert, mit kaltem 
Wasser gewaschen, dann getrocknet und gewogen. Sein Gewicht 
betrug O& 2. Fiir einen zweiten Versuch verwendete ich 2 | 
tunkelriibensaft, welchem ebenfalls 0,3 g ‘Tyrosin in der gleichen 
Weise zugesetzt worden waren. In diesem Falle wurde’ neben 
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dem ersten Mercurinitratniederschlag auch die zweite Fiiliung, 
die durch Zusatz von Natronlauge zum Filtrat vom ersten Nieder- 
schlage hervorgebracht wurde, auf Tvrosin verarbeitet. Die Aus- 
beute an dieser Aminosiiure war nun als vorigen 
Versuch: sie betrug zwischen und 0.2 ¢.') Zur Identifizierung 
des Tvrosins diente sein Verhalten gegen das Millonscehe und 
das Moérnersche Reagens sowie die Piriasche Reaktion, Dah 
nur etwa die Hiilfte der dem Satte zugesetzten Tyrosinquantitat 
wieder gewonnen werden konnte. ist eine leicht zu erkliirende 
Erscheinung. Die Fiillung, welche durch Mercurinitrat in dem 
Safte hervorgebracht wird. enthiilt auch Glutamin. Dunstet man 
die bei Zerlegung dieses Niederschlages erhallene L6sung auf 
ein geringes Volumen ein, so krystallisiert aus derselben zuerst 
Tyrosin aus: selbstverstandlich aber ist auch spiiter aus- 
krystallisierenden Glutamin noch Tyrosin beigemengt, welches 
sich zwar mit Hilfe des Millonschen Reagens leieht erkennen, 
aber doch nicht quantitativ vom Glutamin trennen Jébt. Die 
Gewinnung des Tyrosins aus den Mercurinitratniederschligen 
ist also mit Verlusten verbunden. 

Aus den im vorigen mitgeteiten Versuchsergebnissen ist 
zu schlieben, dafi die fiir meine Versuche verwendeten Riiben 
Tyrosin nur in diuberst geringer Quantitiil, meistens nur in Spuren 
enthielten: man kann daher nicht annehmen, dafs die sehr starke 
Dunkelfiirbung des Saftes dieser Riiben an der Luft auf einer 
Zersetzung von Tyrosin durch Tyrosinase oder durch ein der 
letzteren tihnliches Enzym beruhte. Fiir die Richtigkeit dieser 
Ansicht sprechen noch folgende Versuche: 1. 2 | Riibensaft, 
gewonnen durch Auspressen von frischem Ritbenbret, warden 
mit einer Lésung von 3 g Tyrosin in Wasser vermischt. Ich 
lie} das Gemisch in einer offenen Schale unter hiiufigem Um- 
riihren 5 Stunden lang an der Luft stehen, wobei es sich intensiv 
dunkel firbte. Der dunke! gefiirbten Fliissigkeit fiigte ich nun 
Bleiessig in schwachem Uberschuf zu, beseitigte den dadureh 
erzeugten Niederschlag durch Filtration und versetzte das Iiltrat 
mit Mercurinitrat, wodurch eime starke Fiillung hervorgebracht 
wurde. Der davon abfiltrierten Fliissigkeit fiigte ich noch etwas 


') Diesem Tyrosin war kein Glutamin beigemengt. 
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Mercurinitrat und sodann Natronlauge bis zur alkalischen Reak- 
tion zu. Die dadurch erzeugte Fillung lieferte, ebenso wie die 
erste, ber der Zerlegung Tvrosin, dessen Identifizierung mit Hilfe 
der oben angefiihrten Reaktionen geschah. Das Gewicht des 
zur Abscheidung gebrachten Tyrosins betrug ca. 0,15 g. 2. In 
einem zweiten Versuch lief ich ein in der gleichen Weise be- 
reitetes Gemisch von Runkelriibensaft mit einer wiisserigen Tyro- 
sinldsung 18 Stunden lang an der Luft stehen und behandelte 
die schwarz gewordene Fliissigkeit dann ganz ebenso, wie es 
im Versuch 1 eeschah. Auch in diesem Falle konnte aus den 
Mercurinitratniedersehliigen Tyrosin gewonnen werden; die Aus- 
beute daran war ungefiihr eben so grob wie im ersten Versuch. 

Diese Versuche fiihren za der SchluBbfolgerung, dab beim 
Schwarazwerden des NLiibensaftes das dem letzteren zugesetzte 
Tyrosin nicht verbraucht worden war; denn aus dem schwarz 
eewordenen Safte konnte ungefahr ebenso viel Tyrosin wieder 
gewonnen werden, wie aus der Riibensaftprobe, die erst nach der 
Behandlung mit Bleiessig mit der gleichen Tyrosinmenge versetzt 
worden war. Auf die Ubereinstimmung der beziiglichen Zahlen ist 
allerdings ein sehr grobes Gewicht nicht zu legen; denn es handelt 
sich ja in diesen Versuchen nicht um eine genaue quantitative 
Bestimmung des Tyrosins, sondern um eine Ermittelung der 
Ausbeule, deren Grobe durch verschiedene Umstiinde beeinflubt 
wird. ‘Trotz jener Ubereinstimmung ist also die Mdglichkeit 
nicht ausgeschlossen, dal beim Stehen des Riibensaftes an der 
Luft ein geringer Teil des demselben zugefiiglen Tyrosins zer- 
setzt wurde. 

Aus den im vorigen gemachten Mitteilungen ist zu schlieben, 
dab die Dunkelfiirbung des fiir meine Versuche verwendeten 
Riibensaltes auf einen Gehalt dieses Saftes an Tyrosin und an 
Homogentisinsiure nicht zuriickzuftihren war. Denn im Saft 
fand sich Tyrosin nur in so geringer Menge vor, dab diese Amino- 
siiture an der Dunkelfiirbung des Saftes einen wesentlichen Anteil 


') Nach den Angaben Gonnermanns (loc. cit.) enthélt der Zucker- 
ribensaft ein Enzym, durch welches das Tyrosin unter Braunfarbung zer- 


setzt wird. 
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nicht haben konnte: Homogentisinsaure vermochte ich aber im 
Saft gar nicht nachzuweisen. 

Die Wahrnehmung, dai der von mir untersuchte Riiben- 
saft nur Spuren von Tyrosin enthielt, steht selbstverstandlich 
nicht in Widerspruch mit Gonnermanns Annahme, nach wel- 
cher die Zersetzung von Eiweibstoffen in den Ritben mit der 
Bildung der genannten Aminosiiure verbunden ist: denn es ist 
moglich, dah letztere spiiter dem Abbau unterlag. Wie von mir 
nachgewiesen worden ist. tritt Tyrosin auch in den Cotyledonen 
keimender Leguminosensamen auf, findet sich aber in den wach- 
senden Keimpflanzenteilen (hypocotyles Glied, Wurzel usw.) nur 
in Spuren vor — olfenbar deshalb, weil es spiiter dem Abbau 
unterliegt. Bertel!) hat behauptet, dieser Abbau in den 
Keimpflanzen von Lupinus albus durch Tyrosinase bewirkt werde 
und dab dabei Homogentisinsiiure sich bilde: N. Castoro und 
ich?) vermochten aber aus den genannten Keimpflanzen durch 
Schiitiein der Extrakte mit Schwefelsiiure und Ather keine Homo- 
genlisinsiiure zu gewinnen. Die negativen Resullate, die wir 
bei der Priifung auf diese Siure bei den Keimpflanzen sowie 
jetzt beim Riibensatt erhielten, lassen selbstverstiindlich noch 
die Moéglichkeit offen, dab beim Abbau des Tyrosins in) den 
Pflanzen Homogentisinsiiure zwar entsteht, aber rasch wieder 
zersetzt wird und infolge davon nur in einzelnen Fillen, uniter 
besonders giinstigen Umstiinden, in einer fiir ihren Nachweis 
gentigenden Quantiliit sich ansammelt. [In einer Keimpflanze, 
die man untersucht, wiihrend in ihr die Bildung von Tyrosin 
aus Eiweifstoffen noch im Gange ist, miibten aber doch die Ver- 
hiiitnisse fiir den Nachweis der Homogentisinsiiure giinstig liegen. 
Wenn man nun diese Siiure in der beim Ausschiitteln des Safts 
mit Ather und Schwefelsiiure erhaltenen Loésung trotz der Kimp- 
findlichkeit der beztiglichen Reaktionen nicht auflinden kann, so 
ist es héchst unwahrscheinlich, sie beim Abbau des Tyro- 
sins in der Keimpilanze entsteht. Es ist denkbar, dali beim 


') Berichte der Deutsch. Botanischen Gesellschatt, 1902, Bd. XX, 
S. 494—463. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 396. 
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92% Schnize, Uber die Dunkelfarbung des Riibensaftes. 
Riibensaft die Verhiiltnisse etwas anders liegen. Will man aber 
den sichern Beweis fiir das Vorhandensein von Homogentisin- 
siiure in einer Pflanze liefern, so darf man sich nicht allein 
auf die Reaklionen dieser Siiure stiitzen, !) da es, wie oben schon 
hervorgehoben wurde, noch andere Substanzen gibt, welche ent- 
weder die gleichen oder sehr iihnliche Reaktionen geben: man 
wird also mindestens noch nachzuweisen haben, dab die Sub- 
stanz, die man fiir Homogentisinsiiure erklirt. im Schmelzpunkte 
mil dieser Siure iibereinstimmt. 

Die aus unseren Beobachtungen sich ableitenden Schlu- 
folverungen sind selbstverstiindlich nicht unvereinbar mit der 
Annahme, dafii in einem Riibensafte, der reicher an Tyrosin ist, 
als der von uns untersuchte, diese Aminosiiure und ihre Um- 
wandlungsprodukte an dem Dunkelwerden des Saftes einen ge- 
wissen Anteil nehmen. Es ist ja méglich, dab die letztere Er- 
scheinung nicht durch einen Saftbestandteil, sondern durch 
mehrere, im Safte neben einander vorhandene Stoffe verur- 
sacht wird. 

Bei Ausfiihrung eines Teiles der im vorigen beschriebenen 
Versuche wurde ich unterstiitzt von Herrn Dr. O. Hiestand, 
dem ich dafiir an dieser Stelle meinen besten Dank ausspreche. 


') Wie kaum bemerkt zu werden braucht, steht diese Ansicht nicht 
in Widerspruch mit dem Umstande, daf§ wir in den Versuchen, in denen 
Pilanzensaft nach Zusatz von Homogentisinsiiure mit Ather und Schwefel- 
siiure geschiiftelt wurde, den Nachweis der genannten Siiure im Ather- 
extrakt nur auf ihre Reaktionen griindeten. Denn es handelte sich ja 
in diesen Fillen nur um den Nachweis der dem Safte zugesetzten 
Homogentisinsiiure. Niemand wird behaupten wollen, dafs wir bei dieser 
Sachlage, um den Ubergang dieser Sfiure in den Ather zu beweisen, 
dieselbe aus den Atherextrakten in Substanz abscheiden und durch Be- 
stimmung ihres Schmelzpunktes identilizieren muften. Letzteres wire 
nur modglich gewesen, falls wir dem Safte eine viel gréhere Homogentisin- 


siiuremenge zugesetzt hiatten. 


Uber das Vorkommen von Ammoniak in Keimpflanzen und diber 
seine Bildung bei der Autolyse solcher Pflanzen. 


Von 


N. Castoro, 


(Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium des Polytechnikums in Zirich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. Januar 1907.) 


Das Vorkommen von Ammoniak in Keimptlanzen ist von 
Sehulze und seinen Mitarbeitern mehrfach nachgewiesen 
worden; doch liegen quantitative bestimmungen dieses Keim- 
pfllanzenbestandteiles nur in kleiner Anzahl vor. schien 
wiinschenswert, diese Bestimmungen zu vermehren und zugleich 
zu priifen, ob bei der Autolyse der Keimpflanzen Ammoniak 
sich bildet. 

Khe ich die bei meinen Versuchen erhaltenen Kesultate 
mitteile, muBb ich zunichst tiber die dabei in Anwendung ge- 
kommenen Untersuchungsmethoden einiges sagen. Bekanntlich 
ist es nicht ganz leicht, den Ammoniakgehalt) von Pflanzen- 
extrakten in einwandstreier Weise zu bestimmen. Die fiir diesen 
Zweck hiulig verwendete Schlosingsche Methode liefert keine 
zuverliissigen Resullate, wenn in den Extrakten neben Am- 
moniak Amide, die in Beriithrung mit kalter Kalkmilch Am- 
moniak abspalten, enthalten sind. Es ist nun bekannt, dab 
zwel Amide von solchem Verhalten in den Pilanzen sehr ver- 
breitet sind, niimlich das Asparagin und das Glutamin: moglich 
aber ist es, dafi neben letzteren in den Pflanzen noch andere, 
bis jetzt nicht isolierte Stickstoffverbindungen vorkommen, die 
sich gegen Kalkmilch ebeuso verhalten. Auch das Abdestillieren 
des Ammoniaks mit Magnesia bei gewOhnlichem Luftdruck ist 
keine Methode, die bei Gegenwart von Asparagin und Glutamin 
brauchbare Resultate liefert, da diese beiden Amide beim Kochen 
ihrer wiasserigen LOsungen mit Magnesia sich langsam zer- 
setzen (das Glutamin wird dabei schneller zersetzt als das 
Asparagin). Zur Beseitigung des stérenden Einflusses dieser 
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heiden Amide auf die Ammoniakbestimmung benutzte E. Boss- 
hard?!) die Fiillbarkeit des Ammoniaks durch Phosphorwolfram- 
siiure: nach der von ihm gegebenen Vorschrift siiuert man die 
von den Eiweifstoffen so vollstiindig wie moglich befreiten 
Pflanzenextrakte mit Salzsiéure oder Schwefelsiiure an, fiigt so- 
dann Phosphorwolframsiiure im UberschuB zu, trennt die da- 
durch hervorgebrachten Niederschiige durch Abfiltrieren und 
Auswaschen mit verdiinnter Schwefelsiiure von den Losungen, 
unterwirlt sie sodann der Destillation unter Zusatz von Wasser 
und Magnesia und fiingt das dabei tibergehende Ammoniak in 
titrierter Saiure auf. Auch dieses Verfahren, mit dessen Hilfe 
EK. Schulze und E. Bosshard?) u. a. den Ammoniakgehalt 
der Keimpflanzen von Cucurbita pepo bestimmten, kann, wie 
von den genannten Autoren selbst hervorgehoben worden ist, 
nicht fiir absolut einwandsfrei erklirt werden. Denn es liegt 
im Bereich der Moglichkeit, dab in die Phosphorwolframsiiure- 
niederschliige neben Ammoniak noch andere fliichtige Basen 
oder auch irgend welche, bisher noch nicht bekannte Stick- 
stoffverbindungen, die beim Kochen mit Wasser und Magnesia 
Ammoniak abspalten, eingehen; auch ist es nicht unmodglich, 
daf das Asparagin und das Glutamin in der stark angesiuerten 
Kliissigkeit schon in der Kiilte langsam Ammoniak abspalten. 
Der durch letzteren Umstand bedingte Fehler wird allerdings 
ganz unwesentlich sein, wenn man die durch die Phosphor- 
wolframsiiure erzeugten Niederschliige schon nach kurzem Stehen 
abfiltriert, 

Spiiter schlug A. Longi*) ein anderes Verfahren zur 
Bestimmung des Ammoniakgehaltes von Pflanzenextrakten und 
tierischen Fliissigkeiten vor. Nach der von ihm gegebenen Vor- 
schrift treibt man das Ammoniak durch Erhitzen der Extrakte 
mit Magnesia auf ca. 40° C. im luftleeren Raume aus und 
fiingt es in titrierter Siiure auf. Longi konstatierte, dab 
Asparagin und Harnstoff bei dieser Behandlung nicht angegriffen 
werden, oder doch nur unbestimmbare Ammoniakmengen ab- 


') Zeitschrift fiir analytische Chemie, 22. Jahrgang (1883), 5. 329. 
2) Journal fiir praktische Chemie, N. F., Bd. XXXII, S. 489. 
Landwirtschaftliche Versuchsstationen, Bd. XXXII, 5S. 16. 
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geben, und zog daraus die Schluffolgerung, dali nach diesem 
Verfahren das Ammoniak auch bei Gegenwart von Amiden, aus 
denen leicht Ammoniak abgespalten wird, bestimmt werden kann, 

Ks schien mir zweckmabig, bei meinen Versuchen das 
Bosshardsche und das Longische Verfahren nebeneinander 
anzuwenden. Ich erwihne her gleich, daB die zuerst genannte 
Methode in der Kegel etwas hohere Resultate lieferte, als die 
letztere: doch waren die Unterschiede nur gering. Bei Aus- 
fiihrung des Bosshardschen Verfahrens befolgte ich die von 
diesem Autor gegebene Vorschrift: fiir die Bestimmung nach 
Longis Methode bediente ich mich eines auch fiir die Ammoniak- 
bestimmung im Kiise von KE. Winterstein und W. Bissegger!) 
benutzten Apparates. 

Da bisher nicht bekannt war, wie das Glutamin beim 
Erhitzen seiner wisserigen Losung mit Magnesia auf 40° C, 
sich verhiilt, so habe ich. dariiber einige Versuche angestellt. 
Ich fand, dafi bei der angegebenen Temperatur durch Magnesia 
aus dem Glutamin Ammoniak nicht abgespalten wird, es sei 
denn, dafi man die Destillation bis zum EFintrocknen der Fliissig- 
keit fortsetzt: doch wurden auch in diesem Falle nur Ammoniak- 
mengen gebildet, die auber Betracht gelassen werden konnten. 
Auch bei Gegenwart von Glutamin kann man also den Am- 
moniakgehalt von Pflanzenextrakten nach dem Verfahren von 
Longi bestimmen. 


l Der Ammoniakgehalt etiolierter Keimpflanzen. 
| 


Im folgenden teile ich zuniachst die Resultate mit, die 
bei Bestimmung des Ammoniakgehaltes etiolierter Keimpflanzen 
sich ergaben. Diese Keimpflanzen waren in groBen, mit reinem 
Sand gefillten Zinkblechkiisten bei einer Temperatur von durch- 
schnittlich ca. 20° C. gezogen worden. Sie wurden teils in 
frischem Zustand untersucht, teils vor der Untersuchung bei 
einer Temperatur von ca. 60° getrocknet. 

Uber die Einzelheiten des Versuchsverfahrens sind noch 
folgende Angaben zu machen: a) von den lufttrockenen, auf 
das feinste zerriebenen Keimpflanzen wurden je 10 ¢ zur 


!) Diese Zeitschrift, Bd. XLVIL S. 28. 
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Extraktion des Ammoniaks entweder 14 Stunden lang mit 
kaltem, destilliertem Wasser oder eine kiirzere Zeit mit warmem 
Wasser behandelt. Der Auszug wurde mit etwas reiner Gerb- 
siiure, hierauf mit einigen Tropfen Bleiessig versetzt und auf 
ein bestimmtes Volumen (meistens 200 cem) gebracht: dann 
wurde filtriert. Vom Fillrat wurden je 90 cem fiir die ver- 
schiedenen Versuche verwendet. Bei Anwendung des Boss- 
hardschen Verfahrens wurde die Fliissigkeit mit Schwefel- 
siiure stark angesiiuert, dann mit) Phosphorwolframsiiure im 
Uberschub versetzt; der durch dieses Reagens hervorgebrachte 
Niederschlay wurde nach einstiindigem Stehen  abfiltriert, mit 
olger Schwefelsiiure ausgewaschen und schlieBblich der Destil- 
lation mit reiner Magnesia unterworfen (wiihrend der Destil- 
lation wurde ammoniakfreie Luft in den Destillierkolben ein- 
veleitel). Ber Anwendung der Longischen Methode wurden 
9Q com jenes Extraktes mit reiner Magnesia bei 40° C. unter 
Luftverdtiinnung destilliert.4) Die Fltissigkeit wurde in diesem 
Halle fast vollstiindig abdestilliert, was eine Zeit von 4—5 Stunden 
beanspruchte. In beiden Féllea wurde die verdiinnte Siéure, 
in welcher das iibergehende Ammoniak aufgefangen wurde, mil 
sehr verdiinnter Natronlauge zuriicktitriert. b) Falls. frische 
Keimpflanzen ftir die Bestimmungen in Anwendung kamen, so 
wurde ein abgewogenes Quantum derselben, meistens 150 g, 
im Morser zerrieben, dann nach Zusatz von etwas Wasser bis 
zum Koagulicren der Eiweibstofle erhitzt; die vom Ungelésten 
durch Abfiltrieren auf einem Seihtuch und Nachwaschen mit 
Wasser getrennte Fliissigkeit brachte ich nach Zusatz von etwas 
Gerbsiiure und etwas Bleiessig auf ein bestimmtes Volumen: 
dann wurde filtriert. Abgemessene Anteile des Filtrats ver- 
wendete ich fiir die einzelnen Bestimmungen, deren Ausfiihrung 
in der unter a) angegebenen Weise geschah. 

In der nachfolgenden Tabelle habe ich die bei diesen Ver- 
suchen erhaltenen Resultate zusammengestellt: 


') Ich bediente mich dabei eines Apparates, wie ihn auch E. Winter- 
stein und W. Bisegger (Diese Zeitschrift, Bd. XLIX) zur Bestimmung 
des Ammoniaks im Kiise benutzt haben. 


| 
| 
| 
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Alter 1% Ammoniakstickstoff in 100 ¢ Pflanzen- 
trockensubstanz 
der 
iia. Bestimmt nach dem Bestimmt nach dem 
Verfahren | Verfahren 
pilanzen yon Bosshard von Longi 
) 
| Taga 0,074) Mittel 0,0733 0.0725 Mittel 0,0702 
| albus 10,0725. 
| Lupinus Tage} 0,0761! 0,0720 
luteus | 0.0710 
trocknete L = 
| 7 Tage — | 0747 | Mittel 0,0762 
albus | 0,0776 
| 1__19 | 
| Lupinus | 11—12 0, hi 310 Mi tel 0,1155 
albus Tage | 0, L000 
Lupinus 20 Tage} — | 0, 10565 Mittel 0.1108 
albus | {159 
|. _ | | 
| 
Tage -- 0, 1135 ~Mittel 0,112: 
sativum 0.1108 
| 
| | 
Frische | Lupinus | 9—10 10,0763 Mittel 0.0771. — 
Kej albus Tage |0,0773 
| 
| 
pflanzen . | | 
Cucurbita 7 Tage 0,1051 Mittel 0.1034 — 
von | Pepo 0,1022 | 
| | | | 


Aus den Zahlen der Tabelle ist zunachst zu ersehen, dab 
die nach der Bosshardschen Methode erhaltenen Zahlen etwas 
hdher liegen, als diejenigen, welche fiir die gleichen Substanzen 
nach dem Verfahren von Longi gefunden wurden; doch sind 
die Differenzen nicht bedeutend (sie betragen nur 0,003—0,004 g 
pro 100 g Pflanzentrockensubstanz). Ferner zeigt die Tabelle, 
daB der Ammoniakgehalt der untersuchten Keimpflanzen nur 
gering war; die Menge des Ammoniakstickstoffs betrug in maximo 
nur 0,1310 g pro 100 ¢g Pflanzentrockensubstanz. 

Wie aus den iiber das Versuchsverfahren oben gemachten 
Mitteilungen hervorgeht, habe ich nur das in den wisserigen 
Extrakten erhaltene Ammoniak bestimmt. Hin und wieder wird 
angegeben, daB auch der in Wasser unlosliche Teil der Pflanzen 
Ammoniak enthiilt, und zwar inForm von Ammoniummagnesium- 
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phosphat. Es war urspriinglich meine Absicht, auch die Keim- 
pllanzen darauf zu untersuchen. Doch muBte ich aus aéuberen 
Griinden meine Versuche abschliefen. Anderenfalls wiirde ich 
auch noch eine gréBere Anzahl von Keimpflanzen untersucht 
haben. 


I. Bildung von Ammoniak bet der Autolyse von 
Keimpflanzen. 


Wenn man bei 35—- 40° getrocknete und sodann zerrie- 
bene Keimpflanzen unter Zusatz von Wasser und eines Anti- 
septikums bei geeigneter Temperatur der Autolyse unterwirft, 
so findet bekanntlich infolge der Einwirkung der in den Keim- 
pflanzen enthaltenen proteolytischen Enzyme auf die Eiweib- 
substanzen eine Bildung von Monoaminosiiuren und von Hexon- 
basen statt; diese Bildung unterbleibt, wenn man vor dem Ver- 
such jenes Stoffgemisch auf 100° erhitzt und dadurch die En- 
zyme unwirksam gemacht hat. Es war von Interesse, zu priifen, 
ob wiahrend der Autolyse auch Ammoniakbildung  stattfindet. 
Ich habe daher einige Versuche angestellt, fiir die ich ganz 
junge bei 35—40° getrocknete Keimpflanzen von Lupinus lu- 
teus und Lupinus albus als Material verwendete. Das Versuchs- 
verfahren war das gleiche wie bei den in unserem Labora- 
torium friiher zur Ausfiihrung gelangten Autolyseversuchen. In 
Glaskolben, die zuvor durch Erhitzen auf 130° sterilisiert wor- 
den waren, brachte ich abgewogene Quantitéten des Keim- 
pllanzenpulvers: aul je 1 g Trockensubstanz wurden 25 ccm 
eines Gemisches von 20 cem Chloroform und 80 ccm Wasser, 
sowie etwas Toluol zugesetzt. In jeder Versuchsreihe wurde 
ein Kolben vor Beginn der Autolyse auf 100° erhitzt, um die 
Enzyme unwirksam zu machen, wihrend dies bei den iibrigen 
Kolben nicht geschah. Die Kolben wurden dann in den auf 
35— 40° erwiirmten Thermostaten gebracht und blieben darin 
1i1—12 Tage: dann wurde der Ammoniakgehalt der im Kolben 
vorhandenen Fliissigkeit nach den im vorigen Absehnitt be- 
schriebenen Methoden bestimmt. Aus der Differenz im Ammoniak- 
gehalt der «gekochten» und der «nichtgekochten» Substanz er- 
gibt sich, wieviel Ammoniak wiihrend der Autolyse sich ge- 
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bildet hatte. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in der nach- 
folgenden Tabelle zusammengestellt : 


Ammoniakstickstoff in 100 g Trockensubstanz. 


| 3—4lagige | 4tigige 7 tiigige 
Keimpflanzen Keimpflanzen Keimpflanzen 
‘von Lupinus | von Lupinus von Lupinus 
| luteus | albus albus 
| | | 
Gekochio’) | oo7ver | | oo77e Direkt bei 
Substanz | 40° C. in 
Nicht gekochte -0,2334 | 0.26223 
| | - Raum durch 
Substanz | 02233  0,2678 ~—-0,2684 
| | Mg(OH), 
Mittelzahl 0.2284 00,2621 | 0.2654 abdestilliert. 


Aus den in der Tabelle enthaltenen Zahlen geht hervor, 
dah die Autolyse der Keimpflanzen mit einer betriichtlichen 
Bildung von Ammoniak verbunden war. Was die Herkunft dieses 
Ammoniaks betrifft, so liegt es im Bereich der Moéglichkeit, 
dafi dasselbe bei der Spaltung der EiweiBsubstanzen durch die 
proteolytischen Enzyme neben Monoaminosiuren und Hexon- 
basen direkt gebildet worden war; aber es ist auch midglich, 
dafi dieses Ammoniak erst beim Abbau primiirer Eiweifzer- 
setzungsprodukte sich gebildet hatte. Bei Diskussion dieser Frage 
ist auf einige schon vorliegende Untersuchungen hinzuweisen, 
guniichst auf die Arbeit von W. Butkewitsch?) «Uber die 
Umwandlung der Eiweifstoffe durch die niederen Pilze» und 
auf die Untersuchungen Shibatas.’) Dieser Forscher bespricht 
die Versuche von Butkewitseh und sagt, daB letzterer es 
unentschieden gelassen habe, ob die Ammoniakbildung in den 
Pilzen durch Oxydation oder auf enzymatischem Wege erfolgt 


') Was man unter «gekochter» und «nicht gekochter» Substanz zu 
verstehen hat, ist aus den wie oben gemachten Darlegungen zu ersehen. 

*) Pringheims Jahrbiicher fiir wissenschaftl. Botamik, Bd. XXXVI, 
S. 47. 

*) Shibata, Uber das Vorkommen von amidespaltenden Enzymen 
bei Pilzen, Beitriige z. chem. Physiologie u. Pathologie, Bd. V, S. 384—394. 
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sei. Er hilt das letztere fiir wahrscheinlich, hat jedoch die be- 
ziuglichen Enzyme nicht isoliert. Er schlagt vor, die Knzyme, 
welche diese Wirkung ausiiben, als «Amidasen» zu bezeichnen: 
daB dieselben nicht mit den proteolytischen Enzymen identisch 
sind, geht nach seiner Ansicht aus den Versuchen von Gule- 
witsch!) und yon Schwarzschild?) hervor. Ob die in ver- 
schiedenen Substanzen sich findenden Amidasen miteinander 
und mit der Urease identisch sind, bleibt unentschieden. Ferner 
ist auf Untersuchungen zu verweisen, die dem Gebiete der 
Tierphysiologie angehOren, insbesondere auf die Abhandlung 
Jacobys: «Uber die fermentative EiweifSspaltung und Ammo- 
niakbildung in der Leber»®) und auf die Arbeit S. Langs‘) 
“Uber Desamidierung im Tierkérper». Auch sind hier noch die 
Arbeiten von Hirschler,®) Kutscher® und Zuntz?) zu er- 
wihnen. 

Ks ist also sehr wohl moéglich, dafB das bei der Autolyse 
der Keimpflanzen sich bildende Ammoniak wenigstens teilweise 
nicht primiires, sondern sekundiires Produkt des EiweiBabbaues 
ist. Mag das Ammoniak sich aber in der einen oder anderen 
Weise bilden, so ist es jedenfalls bemerkenswert, dafi dasselbe 
in den lebenden Keimpflanzen sich nicht anhiiuft; wie aus den 
von mir mitgeteillen Zahlen zu ersehen ist, enthalten etiolierte 
Keimpflanzen auch nach mehrwochentlicher Dauer ihrer Vege- 
tation nur cine geringe Ammoniakmenge. Dies fiihrt zu der 
Schlubfolgerung, da’ im Stoffwechsel der Keimpflanzen das 
Ammoniak verbraucht wird, und zwar ist es das Wahrschein- 
lichste, dafi dasselbe bei der synthetischen Bildung von Aspara- 
gin und von Glutamin Verwendung findet. *) 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 540. 

*) Beitriige zur chem, Physiologie u. Pathologie, Bd. IV, 5. 155. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 147. 

‘) Beitriige zur chem, Physiologie u. Pathologie, Bd. V. 5. 321. 

°) Diese Zeitschrift, Bd. X, S. 302. 

*) Endprodukte der Trypsinverdauung, 1899. 

7) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 132. 

‘) Ich verweise auf die Abhandlung von E. Schulze, Uber den 
Abbau und den Aufbau organischer Stickstoffverbindungen in den Pflanzen, 
Landw. Jahrbiicher, Bd. XXXV, 635. 
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Namen Gefunden N auf °%o 
Fendele emer- 
der gehalt luft- Natron-. N rrocken 
» | trockene lauge substanz | kungen 
 Substanz}cem | berechnet 
3—Atigige | 11,52 [| 0,93 0,0025761] 0.0725 
Keimpflanzen) 11,52 4,0000 0,87 0,0024099 0.0678 
vonLupinus, 11,52 4,0000 0,95 00741 
albus 11,52 4,0000 0,93  O,0025761 0,0725 
| | 
3—4ligige | | 0,75 0,0020775] 0,07609 
9,00 38,0000 | 0,72 0,0019944} 0.07306 
von Lupinus | 
9,00 3.0000 0,70 0,001939 0.07102 
| 
Mtigige Keim 2.0000 | 048 0,0013296] 0.0747 
10.22, 2,0000 0.50 0.001384 | 
| 1 cem 
9— 10 ligige | 
frische Keim-| 7,25 | 8,7687 2,25 0,0062525 0,07623 [ Natron- 
pilanzen von; 7,25 | 8,7687 | 2,30 0,006371 | 0,07792 jauge 
Lupinus albus 
11— 12tigige | 
7,70 3,7911 1,80 0,004986 | 01000 [000277 ¢ 
von Lupinus; 7,79 -3,0102 | 1,50 0.00416 | 0.1310 N 
albus | | 
I2ligige 8,20 54100 2,00 0,00554 0.1108 
5.4100 2,05 0.1135 
| 
7tagige 53121 | 1,80 0,004986 | 0.1022 
keimlinge 898 5,3121 1,85 O1051 
Keimpflanzen, $263 10,0000 | 3,33 0,009233 | 0.1056 
von Lupinus 4263 10,0000 | 3,66 0,01014 | 0.1159 


albus 


| 
t 
| 
| | 


A#4+ N. Gastoro, Uber das Vorkommen von Ammoniak. 
Autolyse-Versuche. 
Namen Wasser- Gefunden N auf °/o 
de Trocken-| Bemer- 
der gehalt luft- | Natron- 
trockene | lauge substanz kungen 
3—+tiigige | 
gelbeLupmen 3.0000 | 0.75 0.0020775 | 0,0761 
Gekochte 
Substanz 
9.00 30000 | 2,30 0006871 | 0,234 
rerochtle } 
9.00 3.0000 | 220 0,00609% | 0,2233 
Substanz 
4tiigige weile 1 cem 
Lupine | 
10,71 2.0000 0,48 0,0013296 0,0744 | Natron- 
(Grekochte 
Substanz lauge 
10.71 2.0000 1,67 0,004625 0.2589 
gekochte 
10.71 2.0000 | 1,72 0,0047644] 0.2673 0,00277 
Substanz 
Ttiigige 
Lupinen 10,22 2.0000 0.001385 0,0776 
Gekochte 
Substanz 
1022 2,0000 [1,70 0,004709 | 0,2623 
. "40.22 2.0000 | 1,73 0,0048198] 0.2684 
Substanz 


Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskeln. 
VIII. Mitteilung. 
Uber die Bildung des Histidins bei der Spaltung von Carnosin. 


Von 
WI. Gulewitsch. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der Universitat Moskan.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18. Januar 1907.) 


Bei der groben Abnlichkeit zwischen Carnosin und Arginin 
war die Vermutung gerechtfertigt, daB im Carnosinmolekiil ein 
Argininrest vorhanden ist. Von diesem Gedanken ausgehend 
habe ich die Aufspaltung des Carnosins durch Erwiarmen mit 
Barythydrat vorgenommen. Bei meinen noch nicht abgeschlos- 
senen Versuchen habe ich nun gefunden, dab das Carnosin 
kein Guanidin-, sondern ein Histidinderivat ist. In den Spal- 
tungsprodukten des Carnosins konnte niimlich kein Harnstoff 
aufgefunden werden, sondern eine Base, welche durch Fiillung 
mit Silbernitrat und Barythydrat isoliert wurde. Der entstandene 
Niederschlag wurde durch Sehwefelwasserstolf zersetzt, die 
Losung mit Tierkohle entfiirbt und eingedamptt. Beim Erkalten, 
teilweise aber schon wiihrend des Eindampfens schieden. sich 
farblose, durchsichtige, gliinzende, lingliche Tafeln, welehe aus 
heibem Wasser umkrystallisiert wurden, worin sie weniger wie 
das Carnosin léslich waren. Die abgesaugte Substanz wurde bei 
115 getrocknet und analysiert. 


1, 0.1601 Substanz leferten 0.2716 g CO, und g HO. 
Il. Aus 0.1224 Substanz resultierten 28,7 ccm N bei und 


791 mm Bar. 


Gefanden Berechnet 

I. II. fiir C,H gN,O,: 
H= 59° D8" 
N= 268° 27 1%o 
— — 20,7 
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Die bei der Spaltung des Carnosins erhaltene Substanz 
hatte folglich dieselbe Zusammensetzung wie das Histidin. Dab 
diese Base hier wirklich vorlag, wurde durch die niihere Unter- 
suchung der Eigenschaften der isolierten Verbindung sicher 
nachgewiesen. Die Substanz, welche dem Histidin dihnlich eine 
alkalische Reaktion zeigte, hatte einen ausgesprochenen siif- 
lichen Geschmack und schmolz bei 253—254° unter starker 
Zersetzung und Aufschiiumen; das Histidin, welches ebenfalls 
siiblich schmeckt,!) hat einen bei 253° liegenden Schmelzpunkt.?) 
Wie das Histidin, wird die Substanz noch in sehr verdiinnter 
Losung durch Quecksilberchlorid gefiillt und der erzeugte Nieder- 
schlag lost sich nicht beim Durchleiten von Kohlenséure.*) Mit 
Phosphorwolframsiiure gibt die Substanz einen weiben Nieder- 
schlag, welcher sich beim Erwiirmen auflést und nach dem Er- 
kalten sich krystallinisch ausscheidet. Mit Silbernitrat entsteht 
kein Niederschlag, ein vorsichtiger nachtriiglicher Zusatz von 
Ammoniak erzeugt aber eine voluminése, im Uberschu8 von 
Ammoniak leicht lOsliche, fiir das Histidin charakteristische 
Fiillung.*) Beim Kochen der wiisserigen Losung der Base mit 
Kupfercarbonat bildet sich, wie bei Histidin, ®) eine Kupferver- 
bindung. Versetzt man die wiisserige LOsung der Substanz mit 
Kalilauge und fiigt vorsichtig eine geringe Menge Kupfersulfat 
hinzu, so bekommt man eine violettblaue Firbung, welche beim 
Erwiirmen in ein Violettrot umschliigt; dieselbe Biuretreaktion 
liefert Histidin.®) Bei der nach H. Pauly?) ausgefiihrten, ftir 
Histidin charakteristischen Diazobenzolsulfosiiurereaktion leferte 
die Substanz sofort eine dunkelkirschrote Fiirbung, die selbst 
beim Verdiinnen mit der 2—3 fachen Menge Wasser ihren roten 
Ton behielt und nicht gelbstichig wurde; nach dem Anséuren 
mit Salzsiiure schlug die Farbe in ein reines Orange um, wel- 


') S. Frankel, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol., Bd. VHI, S. 156. 
7) S. Frankel, Chem. Centr., 1903 [2], S. 55. 
') A. Kossel, Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 176. 
*) S. Hedin, Diese Zeitchsrift, Bd. XXII, S. 154. 
5, S$. Frankel, Chem. Centr., 1903 [2], S. 55. 
*) R. Herzog, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, 5S. 248, 
H. Kirbach, Diese Zeitschrift, Bd. L, S. 144. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLU, 5. 516. 
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ches auch bei Wasserbadtemperatur bestiindig war.!) Genau 
dieselbe Reaktion, wie zu erwarten war, zeigte auch das Car- 
nosinnitrat. 

Das Carnosin ist somit das erste Leukomatin, welches 
als ein Histidinderivat anerkannt ist. Da die Vermutung plau- 
sibel ist, dafi die Spaltung von Carnosin nach der Gleichung : 

CH,,N,0O, -+- H,O = C,H,N,0, -}- C,H,NO, 

vor sich geht, so kann man erwarten, auch das Alanin unter 
den Spaltungsprodukten von Carnosin zu finden. Soll diese Ver- 
mutung, welche ich selbstversténdlich nur mit allem Vorbehalt 
aussprechen darf, richtig sein, so wird dadurch die biologisch- 
chemische Wichtigkeit des Carnosins bedeutend erhéht: ist doch 
dann das Carnosin als das erste natiirlich vorkommende, vom 
Histidin abstammende Dipeptid (Histidylalanin resp. Alanyl- 
histidin) zu betrachten. Dadurch wird das Carnosin gleichzeitig 
in eine nahe Beziehung zu den Protaminen gestellt und auch 
die Méglichkeit des Vorkommens vom Carnosinrest im Kiweib- 
molekil ist nicht auber acht zu lassen. 

Die Untersuchung der Spaltungsprodukte des Carnosins wird 
fortgesetzt. 

') Das Tyrosin, mit den Angaben von H. Pauly iibereinstimmend, 
zeigt eine dem Histidin sehr iihnliche Reaktion. Die Abwesenheit des 
Tyrosins in der aus den Spaltungsprodukten von Carnosin isolierten 
Substanz wurde mit Hilfe des Millonschen Reagens bewiesen. 
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Uber die Oxydation der Nucleinsaure. 
I]. Mitteilung.') 


Von 


H. Steudel, 


Aus dem phystologischen Institut in Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Januar 1907.) 


Die Oxydation der Nucleinsiiure aus Thymus und aus 
Fischmilch mit Salpetersiiure war von mir unternommen worden, 
um eine nihere Charakterisierung der Kohlehydratgruppe zu 
erreichen, von der man bisher nur aus den Untersuchungen von 
A. Kossel und A. Neumann?) wubte, dali sie beim Sieden 
der Nucleinsiiure mit Schwefelsiiure Liivulinsiiure und Ameisen- 
siiure liefert. sich hieraus auch der Schluf ziehen, dem 
vermuteten Kohlehydrat ein Kérper mit einer Kette von 6 C- 
Atomen zugrunde lag, so war jedoch eine nahere Klassilizie- 
rung nicht weiter moglich. 

Ich habe die Untersuchung zuniachst an der Nucleinsiure 
des Fischspermas ausgeftihrt: selbstverstiindlich betrachte ich 
diese als Repriisentanten der Nucleinsiiuren tiberhaupt und es 
ist zu erwarten, dab bei Ubertragung meines Zersetzungsver- 
fahrens auf Nucleinsiiuren anderen Ursprungs auch iihnliche 
Resultate in qualitativer quantitativer Hinsicht zu_ er- 
vielen sind, 

Zuniichst schienen auch die Oxydationsversuche mit Sal- 
petersiiure nicht geeignet zu sein, zur weileren Aufklarung der 
Frage dienen zu kénnen, es war mir in wiederholten Versuchen 
nicht gelungen, die gewOhnliche Zuckersiiure in Form ihres 
schwerldslichen sauren Kaliumsalzes, Schleimsiiure, lsozucker- 
siiure, Weinsiiure oder Glykolsiiure nach bekannten Methoden 
aus der Zersetzungsfliissigkeit zu isolieren. Als ich dann aber 


' |. Mitteilung. Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 425. 
*) Ber. d. Deutsch. chem. Gesellschaft, Bd. XXVII, Seite 2221. 
Noll, Diese Zeitschrift, Bd. XXV. S. 430. 
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nach Entfernung des Kupfers aus den Oxydationsfliissigkeiten 
des nucleinsauren Kupfers!) mit Schwefelwasserstoff, nach Ent- 
fernung des gréften Teiles der Salpetersiiure durch wieder- 
holtes vorsichtiges Abdampfen, nach Entfernung der Phosphor- 
siiure und Oxalsiiure mit Baryt den nunmehr verbleibenden 
Rest weiter untersuchte, erhielt ich endlich das Barytsalz einer 
organischen Siiure, das in Wasser sehr leicht lOslich, in Alkohol 
unléslich war und durch wiederholtes Ausfiillen rein gewonnen 
werden konnte. Bis zur Gewichtskonstanz bei 110° getrocknet, 
veriinderte es sein Aussehen —- es war ein weibes Pulver 
nicht und lieferte bei der Analyse tolgende Werte: 

0.1426 in Wasser gelést, mit HCL angesiéiuert und mit H,SO, 
gefiillt, gaben 0,0966 BaSO, == 39.87% 0 Ba. 

0.2136 ¢, ebenso behandelt, gaben 0.1452 ¢ BasSO, == Ba. 

0.1552 2, im Schiffehen mit Kaliumpyrochromat gemischt, gaben 
bei der Verbrennung 0,1196 g CO, und 0.0849 H,O 21,028. und 
2.52% H. 

0,1628 g. ebenso behandelt, gaben 0.1249 ¢ CO, und 0.0362 g H,O 
== 20,92%o C und 2,48°%o H. 

Diese Zahlen stimmen gut zu einem neutralen Baryumsalz 
einer Siture von der Formel der Zuckersiiure oder Schleimsiiure : 


Berechnet fiir CyH,O,Ba : Gefunden : 
= 20,840 21,02 %/o 20,92 °/o 
2 33 2520 248 


Von der Siiure selbst habe ich bisher nur in’ Wasser 
leicht lésliche Salze erhalten, sie wiirde sich dadurch von den 
bekannteren Siiuren der Formel C,H,,O, scharf unterscheiden, 
sie reduziert, wie die Zuckersiiure, ammoniakalische Silberlésung. 
Es findet sich in der Literatur nur eine Angabe von Haber- 
mann,?) der aus Glycyrrhizin eine Siure, die Parazucker- 
siiure, darstellen konnte, die meiner Siiure vielleicht entspricht. 

Die Untersuchungen werden von mir fortgesetzt. 


') Die Nucleinsiiure war aus Heringsmileh gewonnen. 
2) Jahresbericht tiber die Fortschritte der Chemie, [880, 8. 1029 
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Neue Milchsadureprobe. 
Von 


W. Thomas, Cassel. 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Januar 1907.) 


lin vorigen Jahre, und zwar in Nr. 34 der Berl. klinischen Wochen- 
schrift, wurde von den Herren Croner und Cronheim eine neue Me- 
thode zur Ermittelung der Milchsiéiure im Magensaft, welche Vournasos 
aus Athen in der Zeitschrift fiir angewandte Chemie (1902, S. 172) an- 
gegeben hat, besprochen und fiir die Praxis, ganz speziell fiir die 
Friihdiagnose des Carcinoms wegen der leichten und angeblich 
sicheren Resultate, im Gegensatz zu der bisher gebrauchlichen Uffel- 
mannschen Reaktion, welche aufier mangelhafter Empfindlichkeit durch 
andere im Magensafte enthaltene Kérper beeintraéchtigt werde, warm 
empfohlen. Das Prinzip derselben beruht auf der Umwandlung der Milch- 
siure in Jodoform mit Jod und einem Alkali und der Uberfiihrung des 
Jodoforms in Isonitril durch eine Aminbase. Das Isonitril kann sodann 
an dem charakteristischen, widerlich stechenden Geruch erkannt werden. 
Gleichzeitig machen die Verfasser genaue Angaben tiber die Reagenzien, 
und zwar empfehlen sie als Aminbase das leichter erhiiltliche und billigere 
Anilin, anstatt des von Vournasos angegebenen Tetramins. Auch liehen 
sie noch eine Modifikation insofern eintreten, als sie die Jodlésung mit 
dem Anilin gemischt als fertiges Reagens einfiihrien. Angeblich sollte 
noch bei einem Gehalt von 0,0025 Milchsiiure in 100 cem der Isonitril- 
geruch deutlich wahrzunehmen sein. 

Ich habe die Methode einer eingehenden Nachpriifung unterzogen, 
aber gestehen, ich das von Croner und Cronheim gerthmte 
giinstige Resultat nicht erreichen konnte, und ich glaube auch, dah ein 
ganz besonders fein organisierter Geruchssinn dazu gehért, das aus 2'/s mg 
resullierende Isonitril, welchem sich oft noch recht penetrante Geriiche 
des heifen Magensaftes zugesellen, herausriechen zu kiénnen. Jedenfalls 
ist eine Beurteilung auf Grund der Wahrnehmungen bei so minimalem 
Prozentsatz Milchsdéure bezw. Isonitril sehr gewagt und nach meinen 
vielfachen Versuchen kann die sonst gewifs beachtenswerte Methode nur 
bei weit, weil héherem Gehalt an Milchsiure in Betracht kommen. 
Sodann ist es nach meinem Dafiirhalten ein grofer Fehler, daf{ Verfasser 
die Jodlésung mit der Aminbase zu einem Reagens vereinigt haben, 
da sie sich dadurch, abgesehen von der baldigen Umsetzung desselben, 
des zweiten Kriteriums, des hiéchst charakteristischen, durch Geruch so 
leicht wahrnehmbaren Jodoforms begaben. Ich meine, wenn der Ana- 
lytiker bet seinen Arbeiten den Geruchsinn hiéher einschitzt als den Ge- 
sichtssinn, wie es Verfasser doch offensichtlich tun, da sie an einer Stelle 
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ihrer Abhandlung sagen: — —, ganz abgesehen von den itherhaupt 
gegen Farbenreaktionen zu erhebenden Einwinden — — dann 
sollte er aber auch alle Momente, welche zur Herbeifiihrung eines ab- 
schlieKenden Urteils beitragen kénnen, auszunutzen suchen. Schlieflich 
darf nicht unerwiahnt bleiben, was Verfasser aber auch angedeutet haben, 
dafi die Methode auch keinen Anspruch auf Unfehlbarkeit machen kann, 
da bekanntlich Alkoho! und Aceton, welche sich doch auch oft im Magen- 
saft vorfinden, ebensogut Jodoform bezw. Isonitril mit Jod und einem 
Alkali bilden, wie Milchsiiure. Es ist also unbedingt erforderlich, diese 
Kérper durch Erhitzen zu entfernen, 

Ich habe nun, angeregt durch diese Studie, nach einem neuen, 
mdglichst einwandireien Reagens zur Feststellung der Milchsiure im 
Magensaft gesucht und glaube dieses in der Chromsiiure (CrO,) gefunden 
zu haben. 

Versetzt man ca. 6 ccm frischen, auf dem Wasserbade méglichst 
konzentrierten Magensaftes mit Chromsiiure bis zu hellgelblicher Farbung, 
wozu meist 3—+ Tropfen einer 30°/oigen Lésung derselben geniigen, er- 
wirmt dann ungefiihr 10 Minuten im Wasserbade, unter keinen 
Umstinden aber iiber freier Flamme, dann tritt eine rotbraune Fiir- 
bung der Fliissigkeit ein, wenn sie eine Spur, sei es auch nur 
1 cg, Milchsiure entha&lt, wahrend sich bei siimtlichen anderen 
Kérpern, welche im Magensaft enthalten sein kénnen, wie Salzsiiure, 
Buttersiure, Essigsiiure, Aceton, Alkohol usw., die durch die Chromsiiure 
bedingte hellgelbliche Firbung nicht. oder doch ganz unwesentlich 
indert. 

Sehr merklich lift sich vorstehende Reaktion bchufs rascherer 
Beendigung und Erzielung hOherer Intensivitét durch Wasserstoffsuperoxyd 
(H,O,) beeinflussen und zwar fiigt man gleich nach Zusatz der Chrom- 
siure 5—6 Tropfen H,O, hinzu. Es bildet sich erst das wunderschén 
blaue Uberchromsiiureanhydrid (Cr,O,), welches sofort aber in das an 
der griinen Firbung erkenntliche Chromoxyd (Cr,0,) und Sauerstoff zer- 
fallt, und schliefilich resultiert neben restierendem Sauerstoff, welcher 
entweicht, wieder Chromsiiure und damit die derselben entsprechende 
hellgelbliche Farbung der Fliissigkeit, vorausgesetzt aber, dafi sie 
keine Milchsiiure enthilt. Ist diese vorhanden, zeigt die Fliissig- 
keit nach Beendigung vorstehend angegebener Umsetzungen, welche einige 
Minuten in Anspruch nehmen, gleich rotbraune Firbung, oder diese 
tritt doch sofort bei Erwairmung im Wasserbade hervor und entwickelt 
sich bald zu grofer Intensivitaét, falls der Gehalt kein gar zu geringer 
ist. Im letzteren Falle muf, wie dies bei allen bis jetzt bekannten Me- 
thoden nétig ist, der Magensaft mit Ather ausgeschiittelt und in der be- 
kannten Weise weiter verfahren werden. 


Cassel, Dezember 1906. 
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